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1 Einleitung

1.1 Tumorerkrankungen

Krebserkrankungen oder auch im engeren Sinne maligne Neoplasien sind eine der haufigsten
Todesursachen in der westlichen Nation. In Deutschland belegen sie nach Herzkreislauf- und
Lungenerkrankungen Platz 3 in der Todesstatistik. Dabei kann die Krebserkrankung nicht nur
jedes Organ betreffen, sondern auch altersunabhéngig auftreten. Daneben bestehen
geographische, ethnische und geschlechtliche Unterschiede. Die Haufigkeit der meisten
malignen Neoplasien steigt jedoch mit zunehmendem Alter. Die verbesserte Lebensqualitit
gefolgt von einer hoch entwickelten medizinischen Versorgung tragen vor allem dazu bei,
dass die Bevolkerung in den Industrielander immer dlter werden und damit den
Grundbaustein fir die Karzinomentstehung legen. Neben dem Alter spielen nattrlich auch
physikalische Noxen (z.B. Strahlung), familire Disposition, Onkoviren und chemische
Noxen (z.B. Rauchen) eine Rolle in der Karzinogenese. Chemische Substanzen, Viren oder
ionisierende Strahlung kénnen zu Mutationen von Protonkogenen fiihren, die u.a. bei der
Zellproliferation eine wichtige Rolle spielen. Durch Muationen entstehen aus Protoonkogenen
Onkogene, die einen negativen Einfluss auf die Zellteilung, das Zellwachstum sowie die
Zelldifferenzierung haben und Tumorwachstum férdern. Die Deletion oder Mutation eines
Tumorsuppressorgens erhoht vergleichber den Muationen von Protoonkogenen die
Wahrscheinlichkeit einer Tumorbildung. DNA-Repaturgene und Apoptosegene spielen bei
bei Reparaturvorgdngen, bei Misslingen der Fehlerbehebung sowie bei der Apoptose eine
wichtige Rolle. Kommt es nun zu einer Schéadigung in einem dieser Gene, entweder durch
einen Kopierfehler oder durch eine angeborene Mutation, kénnen die von diesem Gen
Uberwachten Teilschritte nicht addquat begleitet werden. Folglich kdnnen in den ndchsten
Zellgenerationen Defekte entstehen. Ist dann ein weiteres Gen betroffen, so potenziert sich
der Effekt fortlaufend. Wenn dann Tumorsuppressorgene wie z.B. p53 betroffen sind, die in
einer solchen Situation den Zelltod auslésen missten, werden die Zellen unsterblich. Resultat
dieser Kettenreaktion ist die Tumorgenese.

Neben verschiedenen Therapiemdglichkeiten, welche Operation, Strahlentherapie und
Chemotherapie beinhalten und teilweise erfolgreich eingesetzt werden, versucht auch das
eigene Immunsystem, die unkontrolliert wachsenden Zellen zu bekampfen. Zusatzlich
ubernimmt das Immunsystem Aufgaben in der Abwehr von eingedrungenen Pathogenen und
bei Entziindungen, welche sich in einer Erhéhung bestimmter Parameter (Leukozytose)

wiederspiegeln.



Einleitung

Das Immunsystem lasst sich in die angeborene und erworbene Form einteilen, wobei die
beiden Komponenten ineinander Ubergreifen und eng zusammen arbeiten. Aufgrund dieser
Symbiose ist eine maximale Immunabwehr gewéhrleistet. Wéhrend die angeborene
Immunitat auf zelluldarer Ebene mit seinen Hauptkomponenten, den Granulozyten,
Makrophagen, NK-Zellen und mit sogenannten Effektormolekilen wie z.B.
Komplementfaktoren die erste Linie der Abwehr bildet, stellt das adaptive Immunsystem mit
seinen Effektorzellen vornehmlich Zellen der spezifischen Abwehr dar. Diese Effektorzellen
umfassen T- und B-Lymphozyten, welche von pluripotenten Zellen aus dem Knochenmark
stammen und im lymphatischen Gewebe wie Thymus (T-Lymphozyten) und Knochenmark
(B-Lymphozyten) zu effektiven immunkompetenten Zellen reifen. Diese sind dann nicht nur
in der Lage zwischen korpereigen und korperfremd zu unterscheiden, sondern auch dafur
bekannt Gedachtniszellen gegen bekannte Erreger zu generieren, welches die VVorraussetzung
fur ein funktionierendes Immunsystem darstellt. So kdnnen diese Erreger beim zweiten Mal
schneller erkannt und effizienter abgewehrt werden. Die Entwicklung eines immunologischen
Gedachtnisses ist auch Grundlage fir Impfungen. Folglich bestimmt das angeborene
Immunsystem die frihe Phase der Immunantwort, wéhrend das erworbene durch seine
Spezialisierung einige Tage spater in Aktion tritt. Trennen kann man die beiden Systeme aber
nicht, sondern muss sie eher als eine funktionierende Einheit betrachten, da nur so die

Féahigkeit der optimalen Immunuberwachung gegeben ist.

1.2 Das angeborene Immunsystem

Das angeborene Immunsystem stellt nach den mechanischen Barrieren, bestehend aus der
Haut und Schleimhaut, die erste Front der Immunabwehr. Bei Uberwinden der mechanischen
Barrieren stoRen die Pathogene auf ein komplexes Netzwerk aus zelluldren Faktoren (z.B.
Makrophagen, Granulozyten, NK-Zellen) und humoralen Faktoren (z.B. C-reaktives Protein,
Komplementfaktoren, proteolytische Enzyme, Zytokine, Chemokine und antimikrobielle
Peptide wie z.B. das Lysozym). Durch Chemotaxis konnen Zellen der angeborenen
Immunabwehr beispielweise zu einem Entziindungsgeschehen gelockt werden. Zellen der
angeborenen Immunabwehr wie die Makrophagen exprimieren z.B. Mannose-, Dectin-1-,
Scavenger- und Toll-like-Rezeptoren (TLR), die bakterielle, virale oder parasitare
Komponenten erkennen und diese Pathogene Uber Rezeptor-vermittelte Endozytose,
Phagozytose oder Pinozytose internalisieren kdnnen. Die Keimbahn-kodierten TLR sind
Muster-Erkennungsrezeptoren (pattern-recognition receptors, PRR), welche an hoch

konservierte Strukturmotive von Mikroben (pathogen-associated molecular pattern, PAMPs
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oder microbe-associated molecular patterns, MAMPS) binden. PAMPs oder MAMPs kdnnen
z.B. Kohlenhydrat- oder Lipidgruppen, Einzelstrang RNA oder Doppelstrang DNA binden,
die fur mikrobielle Oberflachen oder fiir Viren charakteristisch sind (Hennessy et al., 2010).
Die Expression von TLR Rezeptoren wurde zuerst auf Zellen der angeborenen Immunitét wie
z.B. NK-Zellen, Makrophagen und dendritsche Zellen entdeckt und spater auch auf Zellen der
erworbenen Immunabwehr wie den T-Zellen. Wahrend fur die Aktivierung der TLR auf
Zellen der angeborenen Immunwehr die entsprechenden TLR Agonisten sowie vereinzelt
Korezeptoren erforderlich sind, erfolgt bei T-Zellen nur eine Aktivierung Uber TLR wenn
gleichzeitig der T-Zellrezeptor (TZR) aktiviert wird (Wesch et al., 2006; Pietschmann et al.,
2009; Wesch et al., 2011).

Natdrliche Killerzellen (NK-Zellen) dienen der Virusabwehr und Zerstérung von entarteten
Zellen, wahrend Antigen-prasentierende Zellen (APZ) wie Makrophagen oder dendritische
Zellen (DC) Erreger aufnehmen, prozessieren und prasentieren. Prozessierte Peptide von
Pathogenen (sogenannte Antigene) werden an Humane Leukozyten Antigene (HLA)-
Moleklle oder in der Maus an Major Histocompatibility Complex (MHC)-Molekiile

gebunden und dem erworbenen (adaptiven) Immunsystem prasentiert.

1.3.  Das erworbene (adaptive) Immunsystem

Das adaptive Immunsystem besteht aus zwei Populationen, den B- und T-Lymphozyten,
welche spezifische Oberfldchenrezeptoren exprimieren mit deren Hilfe sie Antigene
(pathogene Bestandteile) erkennen konnen. Der B-Zell-Rezeptorkomplex kann mit seinem
membranstédndigen Immunglobulin spezifisch Antigene in ihrer nativen Form erkennen. Diese
Bindung flhrt dann ber eine definierte Aktivierungskaskade zur Expansion dieser Population
und der Differenzierung zu Plasmazellen. Die entstandenen Plasmazellen sind in der Lage
Immunglobuline zu produzieren, welche die gleiche Spezifitat wie die membrangebundenen
Antikorper aufweisen. Nach erfolgreicher Auseinandersetzung mit den pathogenen Keimen,
geht ein Teil der Effektorzellen durch Apoptose zugrunde, wéhrend der andere Teil zu
Gedachtniszellen differenziert und bei erneuter Infektion mit den gleichen Pathogenen eine
effizientere Immunantwort auslést. B-Lymphozyten besitzen auch die Féhigkeit Antigene
uber HLA-Molekdile den T-Lymphozyten zu prasentieren.

Neben den B-Lymphozyten bilden die T-Lymphozyten die zweite S&ule des adaptiven
Immunsystems. Diese Population entwickelt sich im Knochenmark aus pluripotenten
Stammzellen und erfahrt seine Ausreifung im Thymus. Im ausgereiften Zustand exprimieren

sie den T-Zellrezeptor (TZR), ein Heterodimer welches tber Disulfidbrucken verbunden ist.
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Aufgrund seiner Zweidoméanenstruktur besitzt er eine groRe Ahnlichkeit zu Immunglobulinen,
und wird daher zu der Immunglobulin-Superfamilie gerechnet.

Diese Rezeptoren, deren Diversitat ahnlich wie bei den Immunglobulinen der B-Zellen, durch
somatische Rekombination separater Gensegmente (V-, D-, und J-Segmente) auf DNS-Ebene
wéhrend der Zellreifung entsteht, bilden mit ihren variablen Regionen die
Antigenbindungsstelle, welche spezifisch Antigene wie z.B. Peptide im Kontext mit HLA-
oder MHC-Molekulen erkennt. Durch die zuféllige Kombination der Gensegmente entsteht
eine  enorme Vielfalt an Rezeptoren, welche durch zusétzliche, ungenaue
Verknipfungsmechanismen noch gesteigert werden (junktionale Diversitdt) (Davis et al.,
1998).

1.3.1 af T-Lymphozyten

Ungefahr 90% der peripheren T-Lymphozyten exprimieren einen TZR, der aus einer o-Kette
und einer B-Kette besteht, welche extrazellular Gber Disulfidbriucken kovalent miteinander
verbunden sind.

Abhéngig von der Expression der Korezeptoren CD4 und CD8 lassen sich T-Lymphozyten
klassisch in T-Helferzellen (Ty) und in zytotoxische T-Zellen (T¢) einteilen. Dabei befindet
sich der Korezeptor CD4 auf der Oberflaiche der T-Helferzellen, wahrend CD8 auf
zytotoxischen T-Zellen exprimiert wird. Neuere Publikationen zeigen, dass auch eine kleine
Population der CD4 T-Lymphozyten zytotoxisch sein kann bzw. CD8 T-Lymphozyten auch
CD4 T-Zellen helfen kdnnen (van de Berg et al., 2008; Huber et al., 2015). CD4 T-Zellen
sind in ihrer Antigenerkennung HLA bzw. MHC-Klasse Il und CD8 T-Zellen MHC-Klasse |
restringiert. Die akzessorischen Molekile CD4 und CD8 erhohen auf den T-Zellen die
Aviditat zu den APZ. Sowohl CD4 als auch CD8 T-Lymphozyten kdnnen abh&ngig vom
Antigen, welches sie erkennen, und dem umgebenden Zytokinmilieu in mehrere
Subpopulationen eingeteilt werden, die unterschiedliche Zytokine produzieren. Tyl-Zellen
produzieren im Wesentlichen Interleukin (IL)-2, Interferon-y (IFN-y) und
Tumornekrosefaktor-a. (TNF-o), aktivieren Makrophagen und dienen vornehmlich der
Abwehr intrazellularer Erreger. Im Unterschied zu den Ty1-Zellen, produzieren Ty2-Zellen
IL-4, IL-5, IL-13, IL-25, IL-31 und IL-33, aktivieren B-Zellen und spielen eine wichtige
Rolle in der Abwehr extazelluldrer Pathogene (van de Berg et al., 2008). Wahrend Ty9- und
Ty22-Zellen (IL-9 bzw. IL-22 Produzenten) im entziindeten Gewebe auftauchen, scheinen
Ty-9 als auch Ty-17 Zellen (IL-17AJE, 11-6, IL-8, IL-22 und IL-26) in der Pathogenese von
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Autoimmunerkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis eine Rolle zu spielen (van de Berg
et al., 2008). Regulatorische T-Zellen unterdriicken die Aktivierung einer Immunabwehr und
regulieren dadurch die Selbsttoleranz des Immunsystems (Ohkura et al., 2013).
CD4/CD8-negative und CD8" y§ T Lymphozyten sowie zytotoxische CD8" af T-Zellen
(TC1, TC2, TC9, TC17) produzieren vergleichbare Zytokine wie T-Helferzellen. Die
Aufgabe der TC1 besteht in der Erkennung virusinfizierter oder mit intrazelluldren
Pathogenen infizierter Zellen. Zusétzlich sind sie auch in der Lage verschiedene
tumorspezifische Antigene zu erkennen und diese zu lysieren (Wesch et al., 2001; Huber et
al., 2015; Ness-Schwickerath et al., 2011). TC2 und TC9-Zellen spielen in der Pathologie von
Allergien wie Asthma eine Rolle und TC17-Zellen in der Pathogenese von
Autoimmunerkrankungen ders zentralen Nervensystems (Huber et al., 2015).

Der TZR ist mit dem CD3-Komplex assoziiert. Um eine Aktivierung und der damit
verbundenen Differenzierung der T-Zellen zu reifen Effektorzellen zu erreichen, reicht der
alleinige TZR-Stimulus nicht aus. Vorraussetzung sind zusétzliche Signale, welche durch
Rezeptor-Liganden-Interaktionen vermittelt werden. Diese werden ihnen z.B. in Form der
Oberflachenmolekule B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86) von APZ geliefert. CD80 und CD86
binden an die Rezeptoren CD28 und CTLA-4 (CD152) auf der Oberflache von T-Zellen
(Gross et al., 1992). Wahrend die Interaktion mit CD28 zu einer Expansion naiver T-Zellen
fiihrt, beendet die Bindung an CTLA-4 die proliferative Phase der Immunantwort durch ein
inhibitorisches Signal. Weitere kostimmulatorische Signale, die in der T-Zell Aktivierung
modulierend wirken sind: CD40-L/CD40, 4-1BB/4-1BBL, CD27/CD70, CD134/CD134-L
und ICOS/ICOS-L, wobei der Erste auf T-Zellen und der Zweite auf APZ exprimiert wird
(Watts and DeBenedette, 1999).

1.3.2 y8 T-Lymphozyten

Neben afp TZR-exprimierenden T-Zellen, gibt es eine numerisch kleine Population (ca. 1-10
%) der peripheren T-Lymphozyten, welche ein yd Heterodimer als Antigenrezeptor tragen
(Lanier et al., 1987). Der yo TZR ist ebenfalls mit dem CD3 Zelloberflichenmolekiil
assoziiert. Die Gensegmente der y-Kette bestehen aus sechs funktionellen V-, 5 J- und 2 C-
Elementen, die sich auf Chromosom 7 befinden. Die Gensegmente der &-Kette befinden sich
innerhalb der Va-Gensegmente auf Chromosom 14 (8 V-, 3 J- und 1 C-Element) und
enthalten zusatzlich 3 D-Segmente. Durch die Addition weiterer Nukleotide (N- und P-
Nukleotide) wird die Diversitat der y5 Rezeptorketten trotz der geringen Anzahl der V-Gene
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um ein Vielfaches gesteigert (Arden et al., 1995; Hayday., 2000). Neben der eingeschrénkten
Rekombination ist auch die Paarung der Rezeptorketten und das VVorkommen bestimmter yo
T-Zellsubpopulationen restringiert. Vo2 assoziiert meist mit Vy9 und ist hauptsachlich im
Blut zu finden (nach der Huck-Nomenklatur) (Huck et al., 1988). V51-Ketten sind dagegen
meist mit Vy2, Vy3, Vy4, VVy5 oder Vy8 gepaart und kommen in vermehrter Anzahl in der
Mukosa vor (ca. 30% der T-Zellen), welche die intestinalen Epithelien einschliet (Hinz et
al., 1997; Kabelitz et al., 2005).

Im Unterschied zu den aff T-Zellen exprimieren yd T-Zellen meist keine der Korezeptoren
CD4 und CDS8 und kénnen damit als ,,doppelt negativ*“ bezeichnet werden. Das weitgehende
Fehlen dieser beiden Korezeptoren erklart moglicherweise die nicht HLA bzw. MHC-
restringierte Erkennung von Antigenen. Nebst ihrer anti-bakteriellen und anti-viralen
Kapazitat konnen yd T-Lymphozyten Tumore infiltrieren und besitzen eine hohe zytotoxische
Aktivitat gegenuber unterschiedlichen Tumoren, die HLA unabhéangig sind ist (Helm et al.,
2014; Wilhelm et al., 2014; Bertaina et al., 2014). yd T-Lymphozyten bereichern das
Antigenerkennungsrepertoire des Immunsystems, indem sie andere Antigene als aff T-
Lymphozyten erkennen. Die Vy9Vé2-exprimierenden yd T-Zellen erkennen phosphorylierte
Zwischenprodukte eines in Tumorzellen dysregulierten Isoprenoid Biosyntheseweges zur
Synthese von beispielsweise Cholesterol. Das Phosphoantigen (PAg) Isopentenyl-
Pyrophosphat (IPP) wird in einigen Tumorzellen in héheren Konzentrationen produziert als in
gesunden Zellen (Gober et al., 2003; Jauhiainen et al., 2009).

Nach PAg-Stimulation expandieren yd T-Zellen selektiv auf das 800-1000 fache. Da die
endogene PAg Konzentration in Tumoren jedoch nicht immer ausreichend hoch ist, um eine
selektive Expansion von Vy9Vo2 yd T-Lymphozyten zu induzieren, kénnen therapeutisch
zugelassene Medikamente wie Nitrogen-haltige- (Amino-) bisphosphonate (n-BP) benutzt
werden. N-BP werden in der Klinik zur Behandlung von Osteoporose und
Knochenmetastasen eingesetzt und steigern die Freisetzung von PAg in den Tumorzellen
(Chiplunkar et al., 2009; Kunzmann et al., 2000). Die Aktivierung der Vy9Vs2 yo T-Zellen
durch synthetische PAg oder n-BP in vivo oder dem adoptiven Transfer von ex vivo isolierten
Vy9V62 T-Zellen nach deren in vitro Expansion fuhrte bei in einigen klinischen Studien mit
Non-Hodgkin Lymphomen, Multiplen Myelomen sowie mit Prostata-, Brust- bzw. Nieren-
Karzinomen zu einer partiellen Tumorreduktion in Patienten (Dieli et al., 2007; Meraviglia et
al., 2010; Kunzmann et al., 2000 und 2012; Kobayashi et al., 2007).
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vd T-Lymphozyten werden aufgrund ihrer hohen funktionellen Plastizitat zunehmend
attraktiver flr immuntherapeutische Strategien. Die Plastizitat der yd T-Lymphozyten &uBert
sich u.a. darin, dass sie Eigenschaften der Zellen der angeborenen als auch der erworbenen
Immunitat auf sich vereinen (Beetz et al., 2007).

Sie exprimieren einen TZR und bendétigen kostimulatorische Signale vergleichbar den Zellen
der erworbenen Immunabwehr und sie exprimieren TLR und fungieren als ,,professionelle*
Antigen-prasentierende Zellen (APZ) wie die Zellen der angeborenen Immunabwehr.
Vergleichbar den APZ kdnnen sie Tumorantigene aus absterbenden Tumorzellen aufnehmen
und prasentieren diese af T-Lymphozyten, wodurch eine tumorspezifische CD8" of T-
Zellantwort induziert werden kann (Brandes et al., 2009; Himoudi et al., 2012; Wesch et al.,
2011). Zudem fordern sie uber die Produktion ihrer Zytokine die Reifung von anderen APZ
wie z.B. den dendritischen Zellen oder kénnen regulatorische Funktionen tibernehmen (Conti
et al., 2005; Wesch et al., 2014).

Eine in vivo Aktivierung der yd T-Lymphozyten erfordert eine repetitive Stimulation derer,
die jedoch zu einer Art Erschdpfung und/ oder zum Zelltod der yd T-Lymphozyten fuhren
kann (Dieli et al., 2007; Braza et al., 2012; Cosica et al., 2012). Diese Erschépfung kénnte
maoglicherweise durch eine Verstarkung der Zytotoxizitat durch TLR-Agonisten reduziert

werden.

1.3.3 Naturliche Killer Rezeptoren

Natdrliche Killerrezeptoren (NKR) werden meist auf Zellen des angeborenen Immunsystems
exprimiert, jedoch auch auf einem Teil der Zellen des adaptiven Immunsystems. NKR sind
nicht nur auf NK-Zellen, sondern auch auf yST-Zellen sowie CD8" aff T-Zellen exprimiert
(Uhrberg et al., 2001). Die multigenetische Familie der Natirlichen Killer Rezeptoren (NKR)
lasst sich in drei verschiedene Hauptgruppen unterteilen: den C-Typ Lektin-dhnlichen
Heterodimeren CD94-NKG2, den zytotoxischen Rezeptoren [NKG2-D, naturliche
zytotoxische Rezeptoren (Natural killer Cytotoxicity triggering Receptors, NCR)] und den
Killerzellen Immunglobulin (lIg)-dhnlichen Rezeptoren (Killer Inhibiting Receptors, KIRSs)
(O"Connor et al., 2006; Rajalingam 2012).

NKR binden an Humane-Leukozyten-Antigene (HLA)-Klasse-I-Molekiile und vermitteln
aktivierende oder inhibitorische Signale, welche die zytotoxische Aktivitat der Zielzelle
regelt. Inhibitorische NKR besitzen ein tyrosine-based inhibitory motif (ITIM), ein

inhibitorisches Sequenzmotiv, wahrend aktivierende NKR sogenannte tyrosine-based
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activitory motifs (ITAM), aktivierende Sequenzmotive, besitzen (Rajalingan 2012; Parham,
2005).

Die C-Typ Lektin-dhnlichen Heterodimere wie z.B. die NKG2-Familie besteht aus
inhibierenden- [z.B. NKG2-A (CD159A) und NKG2-B] und aktivierenden [z.B. NKG2-C
(CD159c), NKG2-E und -F] Rezeptoren. Die NKG2 Familie bildet mit CD94 ein
Heterodimer und greift tber diesen CD94 gebundenen Komplex in den Aktivitatshaushalt der
Zelle ein. Die Signalweiterleitung fir CD94/NKG2-C, -E und -F Ubernimmt DAP12, das als
Signal-transduzierendes Element ein ITAM enthélt. Ligand der inhibierenden Rezeptoren
CD94/NKG2A und B wie auch der aktivierenden Rezeptoren CD94/NKG2C, E und F ist
HLA-E (Kaisers et al., 2005; Kim et al., 2004).

Eine Ausnahme stellt der NKG2D-Rezeptor dar, welcher immer als Homodimer vorliegt und
zu den NCR und den Killer Activating Receptors (KAR) gezahlt wird. Nach Upshaw und
Kollegen (2006) ist dieses Homodimer mit dem Protein DAP10 assoziiert, welche
morphologisch den (-Ketten des TZR &dhnelt und ebenfalls als Homodimer vorliegt. Zwei
DAP10-Homodimere bilden mit einem NKG2D-Homodimer eine hexamere Struktur (Garrity
et al., 2005). Das DAP10 enthalt ein YxxM Sequenz, die nach der Phosphorylierung an die
p85-Untereinheit der Phosphatidylinositol-3-kinase bindet (Wu et al., 1999). Weiterhin
wichtig fir die Induktion von NKG2D und der Aktivierung von yd T-Zellen scheint die
Anwesenheit von IL-15 zu sein, das bei Stress von Epithelzellen gebildet wird (Roberts et al.,
2001; Ohteki et al., 2002). Zusatzlich agiert NKG2D selbst als kostimulatorischer Rezeptor
bei der TZR-abhdngigen Aktivierung von humanen CD8 T-Zellen, Vy9Vé42- und
darmassoziierten intraepithelialen Vy1V3a1 yd T-Zellen (Groh et al., 2001; Bauer et al., 1999;
Das et al., 2001; Wrobel et al., 2008). NKG2D erkennt MICA und MICB (MHC-class-I
chain-related A or B gene), deren Gene auf demselben Chromosomen wie die fir MHC-
Klasse-1 liegen (Chromosom 6). Dabei sind beide Liganden hochpolymorph, bisher sind 54
menschliche MICA-Allele bekannt (Steinle et al., 1998). Ublicherweise werden sie bei
zellulé&ren Stress vermehrt exprimiert und sind vor allem auf Fibroblasten zu finden. Jedoch
sind auch einige Tumorzellen in der Lage durch Abspaltung von MICA der T-Zell-
Zytotoxizitat zu entkommen, indem das l6sliche MICA an NKG2D bindet und die Expression
von NKG2D auf der Oberflache herunterreguliert bzw. ein negatives Signal ausldst (Groh et
al., 2002; Mérten et al., 2006; Chitadze et al., 2013). Neben den Liganden MICA und B
erkennt der NKG2D die eng mit diesen beiden verwandten UL-16 bindenden Proteine
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(ULBP) (Cosman et al., 2001; Cao et al., 2004). Analog zu MICA werden ULBPs auch auf
zahlreichen Tumorzellen exprimiert.

Eine weitere aktivierende Gruppe von NCR auf NK-Zellen sind NKp30, NKp44 und NKp46,
welche bei der Erkennung und Elimierung von Viren und Tumorzellen eine Rolle spielen. Die
Entdeckung von exosomal proliferating cell nuclear antigen (PCNA), HLA-B assoziiertes
Transkript-3 (BAT3) sowie Galektin-3 als Liganden fir NKp44 bzw. NKp30 legen nahe, dass
NCR als Rezeptoren fur damage-associated molecular pattern (DAMPS) fungieren (Horton et
al., 2015; Pogge et al., 2015).

Die dritte Gruppe der 1g-&hnlichen Rezeptoren bilden 14 KIR-Rezeptoren, die zwei (2D) oder
drei (3D) extrazelluléare Ig-dhnliche Doméanen und entweder eine langen (long, L) oder kurzen
(short, S) zytoplasmatischen Teil besitzen. 6 der KIR wie z.B. KIR2DS1 (CD158a, p50.1)
und KIR2DS2 (CD158b, p50.2) sind aktivierende und die Ubrigen wie z.B. KIR2DL1
(CD158a, p58.1), KIR2DL2 (CD158b, p58.2) und KIR3DL1 (NKB1, p70) inhibierende
Rezeptoren (Rajalingam 2012). Wéhrend CD158a und b an HLA-C Molekile bindet, hat
NKB1 eine Spezifitat fur HLA-Bw4. Eine einzelne Zelle kann parallel aktivierende und

inhibitorische Rezeptoren exprimieren.

1.4  Toll-like Rezeptoren

Bisher werden beim Menschen 12 verschiedene TLR entdeckt, welche auf der Oberflache
oder intrazellular auf der Membran von Endosomen lokalisiert sein koénnen und der
Erkennung von pathogenen Strukturen dienen (Hennessy et al., 2010). TLRs sind in der Lage
distinkte Strukturen von verschiedenen Mikroorgansimen wie Viren, Bakterien, Protozoen
und Pilzen zu erkennen. TLR regulieren Uber die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie
NF-kB oder IRF (Interferon Regulating Factor) - 3und -7 Gene fir Zytokine, Chemokine und
kostimulatorische Molekule, die bei der Steuerung der angeborenen und erworbenen
Immunabwehr eine Rolle spielen (Wesch et al., 2011).

TLR1 kann mit dem TLR2 ein Heterodimer bilden und erkennt triazylierte Lipopeptide,
wéhrend TLR1 assoziiert mit TLR6 meist diazylierte Lipopeptide erkennt. TLR2 erkennt
zusammen mit TLR1 und TLR6 eine grofle Vielfalt von PAMPs unter anderem
Peptidoglykane, Lipoproteine und Lipopeptide von Gram-positiven Bakterien. TLR4 erfasst
mit seinen extrazellularen Domanen MD-2 und CD14 Lipopolysaccharide (LPS) von Gram-
negativen Bakterien. TLR5 erkennt bakterielles Flagellin. TLR8 erkennt einzelstrangige
RNA, welche wéhrend der Virusreplikation entsteht (Hennessy et al. 2010).
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TLR9 erkennt deoxyzytidyl-phosphat-deoxyguanosine Motive (CpG) im Genom von
Bakterien und Viren. Fir TLR10 ist bislang kein Ligand identifiziert.

TLR11 erkennt uropathogene E. coli, wahrend TLR11 sowie TLR12 Profilin von T. gondii
bindet (Plattner et al., 2008; Koblansky et al., 2012).

141 TLR3und TLRY

TLR3 und TLR7 erkennen aus Viren stammende Nukleinséuren. TLR3 erkennt virale
Doppelstrang (ds) RNA und das synthetische Analog Polyionosinsdure:Polycytidinsaure
[poly(I:C)] und TLR7 erkennt Einzelstrang RNA oder synthetische Verbindungen wie
Imidazoquinoline (Kawai et al., 2010).

Die Rezeptor-Ligand Interaktion fuhrt zur Aktivierung der Signalkaskade Gber Toll-
Interleukin 1 Rezeptor-Doméanen-enthaltenden Adaptormolekilen (TIR domain-containing
adaptor molecules). Es gibt finf unterschiedliche TIRs: Myeloid differentiation primary
response gene 88 (MyD88), TIR-domain-containing adaptor inducing IFN-g (TRIF/TICAM-
1), TIR-domain-containing adaptor protein/ MyD88-adaptor-like (TIRAP/Mal), TRIF-related
adaptor molecule (TRAM) und SARM (Sterile-alpha and Armadillo motif-containing
protein) (O"Neill et al., 2007). MyD88 kann von allen TLRs genutzt werden aufier von TLR3,
welches hauptsachlich TRIF rekrutiert (Jiang Z et al., 2004, Kawai et al., 2006). Nach
Rekrutierung der Adaptermolekiile kommt es zur Phosphorylierung und Aktivierung
intrazellularer Kinasen wie z.B. der IL-1-Rezeptor-assoziierte Kinase (IRAK) und uUber
weitere Phosphorylierungsschritte zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren. Die
Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NF-kB, IRF-3 und -7 sowie von MAP-Kinasen flhrt
zur vermehren Ausschittung von proinflamatorischen Zytokinen wie Typ | und Typ Il
Interferone (IFN), TNF-a und IL-6 sowie zur verstdrkten Expression kostimulatorischer
Molekdle (Alexopoulou et al., 2001; Kawai et al., 2010; Chang et al., 2010).

Im Unterschied zu den ubrigen TLRs sind TLR3, TLR7, 8, 9 auf der Endosomen-Membran
lokalisiert zu sein. Exprimiert wird TLR3 auf intestinalem Epithel, im Endometrium, auf
Kreatinozyten, NK-Zellen, Fibroblasten, myeloiden BDCA-1*/CD11c” dendritischen Zellen
(DC) und auf yd T-Zellen (Wesch et al., 2006). Die TLR3-Ligand induzierte Typ-l IFN
Produktion von myeloiden DC resultiert in einer indirekten Aktivierung von yd T-
Lymphozyten (Kunzmann et al., 2000). Zusétzlich zu der indirekten Aktivierung von yd T-
Zellen tber DC, konnte in unserer Arbeitsgruppe eine direkte Aktivierung von TLR3

exprimierenden yd T-Zellen tber poly (I:C) gezeigt werden. Eine verstarkte CD69 Expression
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und eine vermehrte IFN-y Produktion konnte bei frisch isolierten y& T-Zellen nach poly (1:C)
Stimulation in Kombination mit TZR-Aktivierung gezeigt werden (Wesch et al., 2006).

Im klinischen Einsatz erlangen die TLR Agonisten in der Behandlung von tumordsen
Erkrankungen, allergischen Typ 1 Reaktionen und Infektionskrankheiten zunehmend an
Bedeutung.

TLR7 und TLR8 sind konservierte Proteine, die in einigen Fallen die gleichen Liganden
erkennen. Es konnte gezeigt werden, dass humanes TLR7 Imiquimod und Resiquimod
erkennt. Dies sind synthetische Verbindungen, welche vor allem klinisch in der Behandlung
von virusassoziierten Genitalwarzen Verwendung und mittlerweile von Basaliomen,
Aktinischer Keratosen oder bei malignen Lentigo Melanomen finden (Patel et al., 2007;
Skinner 2004). Hier fiihren sie zu einer gesteigerten Immunantwort des kutanen Gewebes.
Zusatzlich werden auch Loxoribine erkannt. Dies sind weitere synthetische Verbindungen, die
antivirale und antitumordse Eigenschaften aufweisen.

Aladra™ (5% Imiquimod) wurde bereits von der Europaischen Union zur Behandlung von
Basalzellkarzinomen zugelassen und erreicht Remissionen von bis zu 42-100% (Geisse et al.,
2004; Love et al., 2009). Trotz der Erfolge in der topischen Behandlung ist die Rolle der
TLR7/8 Agonisten in der systemischen Therapie nicht eindeutig erklart. Neben den
antitumordsen Eigenschaften kommen sie auch in der antiviralen Therapie zum Einsatz, und
befinden sich in Phase Il und 111 von klinischen Studien zur Behandlung von Hepatitis C und
Herpes simplex Infektionen (Hemmi et al., 2002).

Weiterhin werden auch einige TLR3 Liganden fur die klinische Anwendung entwickelt.
Derivate des bekannten poly (1:C) befinden sich in klinischen Studien fir solide Tumore.
Rintatolimod wird sowohl in der Bahandlung von Ovarial- und Eileiterkrebs als auch bei
Hirntumoren eingesetzt. Zudem wird Rintatolimod zur Therapie des Erschopfungssyndrom
(Chronic Fatigue Syndrom, CFS), der Hepatitis B und C-Infektion und der HIV-Infektion
eingesetzt (Jasani et al., 2009).

11
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2 Fragestellung

Toll-like Rezeptor (TLR) Agonisten sind als Immunmodulatoren in der Tumortherapie und
als Adjuvanzien fur Impfstoffe (Hepatitis, Desensibilisierung gegentber Allergenen)
zunehmend von Klinischer Bedeutung. Im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit sollte eine
maogliche Modulation der yd T-Zellzytotoxizitat gegeniiber verschieden Tumorzellen durch
TLR-3 und -7 naher analysiert werden.
Folgende Punkte sollten in diesem Zusammenhang untersucht werden:
1. Phénotypische und funktionelle Charakterisierung von yd T-Zellen aus dem
Blut gesunder Spender und aus dem Blut bzw. der Aszitesflissigkeit von
Krebspatienten.
2. Etablierung von yd T-Zelllinien von gesunden und krebskranken Spendern.
3. Phanotypische Charakterisierung der unterschiedlicher Tumorzellen (Pharynx,-
Mamma-, Ovarial- und Pankreaskarzinome).
4. Einfluss von TLR Agonisten poly(l:C) und Imiquimod bei der yd T- Zell
abhangigen Lyse unterschiedlicher Tumorentitaten
5. Effekte der TLR3- und TLR7- Agonisten auf Zelllberleben- und Zelltod, die
Freisetzung pro-inflammatorischer ~ Zytokine sowie die Modulation
kostimulatorischer Molekdile.
6. Welche molekularen Mechanismen spielen bei der TLR-modulierten Lyse von

Tumorzellen durch y5 T-Zellen eine Rolle?
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Medien

Zellkulturmedium mit 5% bzw. 10% Fotalem Kéalberserum (FKS)

RPMI-1640 Fertigmedium mit

HEPES
L-Glutamin
Streptomycin

Penicillin

Einfriermedium

Zellkulturmedium mit 20% FKS
DMSO ( Dimethylsulfoxid )

3.1.2 Zytokine und Stimuli

Substanz

500 ml

25 mM
2 mM

100 pg/ml
100 U/ml

10 % (v/v)

Einsatzkonzentration

ThermoFisher,

Karlsruhe

Biochrom AG, Berlin
Biochrom AG, Berlin

Merck, Darmstadt

Bezugsquelle

Rekombinantes Interleukin-2 (rlL- 50 IE/mI Chiron, Rating
2)
Phytohdmagglutinin A (PHA) 0,5 pg/mi Murex Biotech Ltd.
(GB)
Bromohydrin-pyrophosphat 200 nM Innate Pharma,
(BrHPP) Marseille
Isopentenyl-pyrophosphat (1PP) 2 ug/mi Sigma-Aldrich,
Taufkirchen
Alendronat 5uM MSD Sharp & Dohme
GmbH, Haar
Poly (I:C) 50 pg/ml Calbiochem,
25 pg/ml Schwalbach
12,5 pg/mi
10 pg/ml
Imiquimod - R&37 5 pg/ml Invivogen, Toulouse
2,5ug/ml
1,25 pg/ml
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3.1.3 Antikorper

Antikorper fur Durchflusszytometrie

Monoklonale Klon Konjugat Klasse Bezugsquelle
Antikorper
Anti-HLA-I W6/32-HL | unkonjugiert | 119Gz, Hybridom
ATCC
Anti-HLA-II L243 unkonjugiert | 19Gz, Hybridom
ATCC
Anti-human TZR-of3 BMAO31 -FITC 19G2p Invitrogen,
-Biotin ThermoFisher
Anti-human TZR-y5 11F2 -FITC 19G; Becton
-PE Dickinson (BD)
Biosciences, HD
Anti-human V&1 TS8.2 -FITC 19G; Endogen
Anti-human Va2 Immu389 -FITC 19G; Immunotech
Anti-human Vy9 7A5 -FITC 19G; Eigenes Labor,
-Biotin Janssen et al.,
1991
Anti-human Vvy2/3/4 23D12 -FITC 19G1 Eigenes Labor,
Kabelitz et al.,
1994
Anti-human Vy3/5 56.3 -Botin 19G: Eigenes Labor,
Hinz et al., 1997
Anti-human CD3 SK1 -FITC 19G; BD
-PE Biosciences
Anti-human CD4 SK3 -PE 1gG; BD
Biosciences
Anti-human CD8 OKTS8 Unkonjugiert | IgG, ATCC
Anti-CD11a HI 111 PE IgG1l Biolegend
Anti-CD18 6-7 FITC IgG1l BD Biosciences
Anti-CD54 84H10 PE IgG1l BD Biosciences
Anti-human CD56 MY31 -FITC 19G2p BDBiosciences
Anti-human CD80 L307.4 -PE 19G; BDBiosciences
Anti-human CD86 IT2.2 unkonjugiert | 19G2y BD Biosciences
Anti-human ULBP-1 170818 unkonjugiert | 1gGz, R&D Systems,
Wiesbaden
Anti-human ULBP-2 165903 unkonjugiert | 19G,, R&D Systems
Anti-human ULBP-3 166510 unkonjugiert | 119Gy, R&D Systems
Anti-human MICA AMOL1 unkonjugiert | 1gG; Immatics,
Tibingen
Anti-human MICA/B 159207 unkonjugiert | 119Gz, R&D Systems
Anti-human MICB 236511 unkonjugiert | 1gGyy R&D Systems
Anti-human NKG2D 149810 unkonjugiert | 19gG; R&D Systems
Anti-human NKG2A 131411 unkonjugiert | 19G,;, R&D Systems
Anti-human NKG2C 134522 unkonjugiert | 19G2y R&D Systems
Anti-human NKp30 210845 unkonjugiert | 19G, R&D Systems
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Monoklonale Klon Konjugat Klasse Bezugsquelle
Antikorper
Anti-human NKp46 195314 unkonjugiert | 1gG2, R&D Systems
Anti-CD158a GL183 PE IgG1l BD Biosciences
Anti-CD158b EB6 PE IgG1l BD Biosciences
Anti-NKB1 DX9 PE oder IgG1l BD Biosciences
FITC
Anti-TLR3 TLR3.7 PE IgG1l e-Biosciences
Anti-TLR7 4F4 unkonjugiert | IgG1 Alexis
Anti-Granzym A CB9 PE 1gG1 Biolegend
Anti-Granzym B GB11 Alexa Fluor |1gG1 BD Biosciences
647

Fluoreszeinisothiocyanat (FITC; entspricht Fluoreszens 1) und Phycoerythrin (PE; entspricht

Fluoreszens 2) sind die beiden hauptsachlich verwendeten Farbstoffe, welche an die

Antikorper gekoppelt waren. Wurden die beiden Konjugate im Durchflusszytometer mit

einem Laser bei einer Wellenlange von 488 nm angeregt, emittierte PE Licht bei 563-587 nm

und FITC bei 520-540 nm. Die verwendeten Antikorper wurden geméal? den Empfehlungen

der Firmen bzw. mit einer vorher austitrierten Einsatzkonzentration von 10-40ug/ml

eingesetzt.

Isotypkontrollen

Antikorper Klon Konjugat Klasse Bezugsquelle
Anti-Maus 1gG; X40 -PE 19G; BD

-FITC Biosciences
Anti-Maus 19Gz, X39 -PE 19G2, BD

-FITC Biosciences
Anti-Maus IgM G155-228 -FITC IgM BD

Biosciences

Sekundarreagenzien
Reagenz Konjugat Bezugsquelle
Streptavidin -PE BD Biosciences
Ziege F(ab"),-anti-Maus -PE Invitrogen, ThermoFisher
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Antikorper fur Chrom —Freisetzungstest und Magnet-Aktivierter Zellsorter (MACS)

Antikorper Klon Konjugat Klasse Bezugsquelle
Anti-human Vy9 7A5 unkonjugiert 19G; Eigenes Labor
Anti-human TCR pan  |11F2 unkonjugiert C. Morita

10

Anti-human TCR pan Immu 510 |unkonjugiert 19G; Immunotech

S Monrovia (USA)
Anti-human NKG2D M585 unkonjugiert 19G; Amgen, Minchen
Maus IgG Polyphanol | unkonjugiert Sigma

3.1.4 Puffer und Losungen

Substanzen fir Zytotoxizitatstest

Chromium

HARTMANN ANALYTIC,
Braunschweig, Deutschland

Triton X-100 Losung (10%)

Merck, Darmstadt

Aqua dest.

Eosinlosung fur Zellzahlbestimmung (500ml)

Eosin 20 Serva, Heidelberg

NaN3 0,259 Serva

NaCl-L6sung 0,9% 450 ml Merck, Darmstadt

FKS 50 mi Invitrogen, ThermoFisher
Ficoll-Trennlésung
| Bicoll Separationslésung \ 1,077 g/ml | Biochrom AG, Berlin
Puffer fir Immunfluoreszenz

Paraformaldehyd (PFA) 1% (wiv) Sigma, Taufkirchen

PBS Fertiglosung CellConcept, Umkirch
Propidiumjodid (PI) 2,5 pg/ml Serva

Antikoagulanz

Heparin/ Natrium

1 ml/ 100 ml Blut

Braun, Melsungen

5000 IE/ml
MACS Waschpuffer
PBS pH 7,2
BSA 0,5% (w/v) Sigma, Taufkirchen
EDTA 2mM Merck, Darmstadt
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PBS fur Zellkultur

| PBS \ Fertiglosung

| CellConcept, Umkirch

Trypsin-Losung Fertiglosung

Trypsin 0,5% (v/v) Biochrom AG, Berlin
EDTA 0,2% (v/v) Merck, Darmstadt
Waschpuffer fur Immunfluoreszenz

BSA 1% (wi/v) Serva, Heidelberg
NaN3 0,1% (w/v) Serva, Heidelberg
PBS Fertigldsung CellConcept, Umkirch

3.1.5 Test-Kits

MACS FcR-Blockingreagenz

Miltenyi, Bergisch-Gladbach

MACS TCR y5 Kit

Miltenyi, Bergisch-Gladbach

MACS goat-anti-mouse (gam) Kit

Miltenyi, Bergisch-Gladbach

MACS SA Kit

Miltenyi, Bergisch-Gladbach

IFN- ELISA (# 41105)

PBL Biomedical Laboratories

IFN-a ELISA (# 41410)

PBL Biomedical Laboratories

Granzym A ELISA (# BMS2026)

BenderMedSystems

Granzym B ELISA (# BMS2027)

BenderMedSystems

IL-6, TNF-a

Immunlite DPC Biermann

3.1.6 Membranen und Filter

Sterifilter Steritop 0,22 um

Millipore, Schwalbach

Pre-Seperationsfilter

Miltenyi, Bergisch-Gladbach

3.1.7 Verbrauchsmaterialien

Abdeckplatten

Greiner, Frickenhausen

Farbeplatten 96-well (Spitzboden)

Nerbe Plus, Winsen/Luhe

Falcon-Rohrchen 2054

BD Biosciences, Heidelberg

Kryorohrchen (Einfrierréhrchen)

Nunc, Wiesbaden

Latexhandschuhe

Ansell GmbH, Minchen

LumaPlate™-96 (flache Kavitéaten)

PerkinElmer, Rodgau-Jiigesheim

MACS-LS-Saulen

Miltenyi, Bergisch-Gladbach

MACS-LD-Séaulen

Miltenyi, Bergisch-Gladbach

Pasteurpipetten ungestopft

Assistent, Sondenheim

Pasteurpipetten gestopft

Assistent, Sondenheim

Pipetten (5 ml; 10 ml; 25 ml)

Sarstedt, Nimbrecht

Réhrchen (15ml; 50 ml)

Greiner, Frickenhausen

Reaktionsgefale (1,5 ml)

Sarstedt, NUmbrecht

Zellkulturflaschen 50 ml

Greiner, Frickenhausen

Zellkulturflaschen 250 ml

Greiner, Frickenhausen
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Zellkulturflaschen 650 ml

Greiner, Frickenhausen

Zellkulturplatten (6-well; 24-well)

Greiner, Frickenhausen

Zellkulturplatten (96-well ,Rund- und
Flachboden)

Nunc, Wiesbhaden

3.1.8 Gerate

Bestrahlungsgerat (Gammacell40)

Atomic energy of Canada Ltd.

Biofuge

Heraeus, Kendro, Hanau

CO,-Begasungsbrutschrank Typ Heracell
240

Heraeus, Kendro, Hanau

Durchflusszytometer (FACScalibur)

BD Biosciences, Heidelberg

Ein- und Zwolfkanalpipetten

Eppendorf, Hamburg

ELISA-Reader Sunrise

Tecan, Crailsheim

Kihlzentrifuge Typ 15R

Heraeus, Kendro, Hanau

Kihlzentrifuge Typ Multifuge 3 S-R

Heraeus, Kendro, Hanau

Lichtmikroskop

Zeiss, Jena

Magnet-aktivierter Zellsorter (MACS)

Miltenyi, Bergisch-Gladbach

MicroBeta TriLux

PerkinElmer, Rodgau Jigesheim

Neubauer Zahlkammer

Roth, Karlsruhe

Pipetus IntergraBiosciences, Chur (CH)
Sterilbank Heraeus, Kendro, Hanau
Tischzentrifuge Typ 5415C Eppendorf, Hamburg
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3.2 Methoden

3.2.1 Ethikvotum

Das Forschungsprojekt wurde von der Ethikkommision des Universitatsklinikums Schleswig-
Holstein (UKSH), Campus Kiel und des Universitatsklinikums Tibingen (Referenznummer:
A135/01) genehmigt. Eine schriftliche Einverstandniserklarung wurde von allen Patienten

eingeholt.

3.2.2 Zelllinien

Generierung von T-Zelllinien

Ein Teil der verwendeten yd T Zelllinien von gesunden Spendern wurde bereits zu einem
friiheren Zeitpunkt aus peripheren mononukleéren Blutzellen (PBMZ) isoliert. Weitere Linien
wurden aus Patientenblut und Aszites generiert. Hierzu wurden die Ficoll-Hypaqgue-

separierten PBMZ der Spender mit BrHPP und IL-2 stimuliert, selektiv expandiert und
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anschlieBend mit magnetaktiviertem Zellsorter (MACS) von kontaminierten aff T-Zellen
gereinigt.

Die Zelllinien wurden bei 37°C und 5% CO, in einer wasserdampfhaltigen Umgebung nach
Bestimmung der Zellzahl in Zellkulturmedien (RPMI-Medium mit 10% f6tales Kalberserum
(FKS), 100pg/ml Streptomycins, 100 IE/ml Penicillin) und 50 IE/ml Interleukin-2 kultiviert.
Im zwei bis dreitdgigem Abstand wurden die Zellen mit frischem Zellkulturmedium versorgt,
und fur die Aufrechterhaltung der Proliferation wurden diese T-Zelllinien ca. alle zwei
Wochen mit dem Mitogen Phytohdmagglutinin (PHA) in Anwesenheit mononukleérer Zellen
aus peripherem Blut und bestrahlter Epstein-Barr Virus (EBV)-transfizierter B-Zellen
stimuliert.

Zuvor wurden die PBMZ und EBV-transfizierten Zellen mit 40 bzw. 60 Gray bestrahlt, um
deren Wachstum zu unterbinden. Die Zusammensetzung des sogenannten feeder-Cocktails
sah folgendermaBen aus: auf 1x10° Zielzellen wurden je 1x10° bestrahlte PBMZ, 1x10°
bestrahlte EBV-transfizierte B-Zellen und 0,5 pg/ml PHA gegeben.

Auch die ehemals im Labor mit Grenzverdinnungsanalyse etablierten yd T-Zellklone, die in
vorliegender Arbeit Verwendung fanden, wurden alle 14 Tage mit einem feeder-Cocktails

stimuliert.

3.2.3 Isolierung mononukledrer Zellen aus peripherem Blut

Mit Hilfe einer Dichtegradienten-Zentrifugation lassen sich PBMZ aus Vollblut oder Buffy
Coat (Lymphozytenkonzentrat) isolieren. Dazu wird das Vollblut oder der Buffy Coat mit
PBS verdiinnt, Gber Ficoll geschichtet und abzentrifugiert. Aufgrund der genau eingestellten
Ficoll-Dichte von 1,077 g/ml entsteht eine Phasengrenze, an dem sich die mononukledren
Zellen sammeln, wahrend sich Erythrozyten, Granulozyten und tote Zellen aufgrund ihrer
hoheren Dichte als Sediment absetzen. Die Monozyten und Lymphozyten bilden den
Interphasenring.

Unter sterilen Arbeitsbedingungen wird der Buffy Coat 1:1 mit PBS verdinnt. Von dieser
Suspension werden 30 ml auf 15 ml Ficoll geschichtet und anschlieBend 20 min bei 2000 rpm
(Megafuge 1.0) ohne Bremse zentrifugiert. AnschlieBend wird der Interphasenring
abgenommen und dreimal gewaschen, um Thrombozyten und Ruckstande des Ficolls zu
entfernen. Zur Beseitigung der Ficoll-Ruckstande wird der Interphasenring einmal bei 1600
rpm 5 min und zur Minimierung der Thrombozyten zweimal bei 1000 rpm 10 min mit PBS

gewaschen. Dabei wird nach jeder Zentrifugation der Uberstand verworfen. Die gereinigten
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Zellen werden gezéhlt und gleichzeitig auf ihre Vitalitdt Oberprift und schlieBlich in

Zellkulturmedium aufgenommen.

3.2.4 Etablierung von y8 T-Zelllinien aus Aszites

Der Aszites aus der I. Medizin bzw. der Gynékologie (1I) wurde auf 50 ml Réhrchen verteilt
und anschlieBend bei 1600 rpm 10 Minuten zentrifugiert. Das Pellet wurde in 10% FCS
Zellkulturmedium aufgenommen, gezdhlt und (ber Ficoll gegeben. Nach der Ficoll-
Dichtegradienten-Zentrifugation wurden die Zellen zweimal gewaschen, gezahlt und im
Einfrierréhrchen (15-20 * 10° Zellen) eingefroren bzw. ein Teil davon mit BrHPP + IL-2
stimuliert, um die Expansion von y3 T-Zellen zu propagieren.

Wir danken an dieser Stelle Prof. Mundhenke und Frank Rosel fur die zur Verfligung Stellung

des Aszites.

3.2.5 Bestimmung der Zellzahl und ihrer Vitalitat

Zur Bestimmung der Zellzahl und der Zellvitalitat wird die zu kultivierende Zellsuspension in
Eosin aufgenommen und in einer Neubauer Z&hlkammer mit definiertem Kammervolumen
bestimmt. Dazu werden mindestens zwei Eckquadrate ausgezahlt. Gleichzeitig erhalt man
Informationen Uber den Zustand der Zellen. Zellen, bei welchen durch die Membranl&sion
Eosin ins Zellinnere gelangt und zur Anféarbung der Zellen fuhrt, werden nicht mitgez&hlt.

Die Zellkonzentration lasst sich dann mittels Division durch die gezahlten Eckquadrate und

Multiplikation mit dem Kammerfaktor (10%) und dem Verdiinnungsfaktor errechnen.

3.2.6 Kryokonservierung von Zellen

Lebende Zellen kénnen in Kulturmedium unter Zugabe von Dimethylsulfoxid (DMSO),
welches die Kristallbildung beim Einfrieren unterbindet, auf lange Zeit in flissigem Stickstoff
kryokonserviert werden. Die entsprechenden Zellen wurden fir 5 min bei 1300rpm
(Megafuge 1.0) abzentrifugiert und mit einer maximalen Zellzahl von 30*10° (T-Zellen) bzw.
5%10° (Tumorzellen) pro ml in gekiihltem Einfriermedium aufgenommen. In Kryoréhrchen
wurden die Zellen bei —70°C uber Nacht zwischengelagert, bevor sie dann in —196°C kalten
Stickstoff gebracht wurden. Zum Auftauen der Zellen wurden diese ohne Verzogerung bei
37°C aufgetaut und in 10% Zellkulturmedium Gberfiihrt und gleich zentrifugiert.
AnschlieBendes zweimaliges Waschen der Zellen bei 1300rpm flr 5 min gewahrleistete die
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vollstandige Beseitigung des bei Raumtemperatur toxisch wirkenden DMSO. Die aufgetauten

Zellen wurden mikroskopisch auf ihre Vitalitat Gberprift und gezahilt.

3.2.7 Zellseparation mit dem Magnet-aktivierten Zellsorter (MACS)

Zur Selektion von Lymphozytenpopulationen wurden die zu anreichenden Zellen als erstes
mit spezifischen Antikorpern (AK) gegen die gewunschten Oberflachenantigene markiert. Im
zweiten Schritt wurden Mikromagnetpartikel, welche mit Streptavidin, Ziege-anti-Maus Ak
oder FITC konjugiertem anti-Hapten Ak beschichtet sind, zugegeben. Durch diese
Arbeitsschritte wurden die mit Mikromagnetpartikeln behafteten Zellen in der magnetischen
Séule zurlickgehalten (positive Selektion), wahrend alle anderen Zellen die S&ule durchlaufen
und aufgefangen wurden (negative Selektion). Uber einen Elutionsschritt konnten dann, nach
Entfernung der Sdulen aus dem Magnetfeld die verbliebenen Zellen gewonnen werden. Die

verwendeten Antikorper fur die Separationen werden in Isolationskits mitgeliefert.

Positive Selektion von y3 T-Zellen

Hiermit ist es moglich yd T-Zellen, welche zu Beginn mit anderen Zellen kontaminiert waren,
durch positive Selektionen auf eine Reinheit von tiber 99% zu bringen.

Dazu wurden die Zellen abzentrifugiert, in 1,2 ml MACS-Waschpuffer aufgenommen und
anschlieBend mit 300 pl Blocking-Reagenz fur 15 min bei 4°C inkubiert. Nach einem
Waschschritt (+ 20 ml MACS-Waschpuffer; 1300 rpm, 5 min) erfolgte eine Inkubation der in
1,3 ml MACS-Waschpuffer aufgenommenen Zellsuspension mit 300 pl anti-TZRys-Hapten
Antikdrper (AK) fur 10 min bei 4°C. Nach dem Waschen gab man im nachsten Schritt 900 pl
Waschpuffer und anti-Hapten-Mikromagnetpartikel (FITC konjugiert) zu und lieR die
Suspension fir 15 min bei 4°C im Kuihlschrank inkubieren. Nach einem weiteren
Waschschritt (+ 15 ml MACS-Waschpuffer; 1300 rpm, 5 min) wurde anhand eines Pre-
Separationsfilter, welcher Zellaggregate aufhalt, die Zellsuspension auf eine LS-Séaule
gegeben. Anschliefend wurde die Sdule dreimal mit 3 ml MACS-Waschpuffer gewaschen
und der Durchlauf verworfen. Die y& T-Zellfraktion eluierte man nach dem Entfernen der
Sdule aus dem Magnetfeld mit 5 ml Waschpuffer. Die y5 T- Zellen wurden in Kulturmedium
mit 10% FKS und IL-2 (50 IE/ml) aufgenommen, gezahlt und mittels Durchflusszytometrie
auf ihre Reinheit Uberpruft.
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Depletion von kontaminierten af T-Zelllen aus yd T-Zelllienien

Fir die Trennung dieser beiden T-Zelllinien, wurden diese bei 1300 rpm fir 5 min
abzentrifugiert und in 600 pul MACS Waschpuffer aufgenommen. Die Zellsuspension wurde
mit 10 pl biotinyliertem anti-TZRap mAk (BMAOQ31-Biotin, 25 pg/ml) fir 25 min bei 4°C
inkubiert. Nach einem Waschschritt (+ 20 ml MACS-Waschpuffer; 1300 rpm, 5 min ) wurden
150 pl Ziege-anti-Maus Mikromagnetpartikel (binden an Maus-anti-human mAK) oder 10 pl
Streptavidin-Mikromagnetpartikel (binden an Biotin) zugegeben und fir 15 min bei 4°C
inkubiert. Die Zellsuspension wurde anschlieend mit 20 ml MACS-Waschpuffer bei 1300
rpm fir 5 min gewaschen, in 1 ml MACS-Waschpuffer aufgenommen und auf eine LS-Saule
gegeben. Der Durchlauf mit den yd T-Zellen wurde aufgefangen. Die Zellen wurden in
Zellkulturmedium aufgenommen und im Durchflusszytometer auf ihre Reinheit untersucht.

Lag die Reinheit unter 95% , wurde die Depletion von o3 T-Zellen wiederholt.

3.2.8 Immunfluoreszenz

Mit Hilfe der Immunfluoreszenz kann die Expression zellularer Oberflachenantigene im
Durchflusszytometer bestimmt werden. Hierbei wurden die Zellen mit Fluoreszenzfarbstoff-
gekoppelten Antikdrpern markiert. Die GroRe der Zellen kann durch die in 180° gerichtete
Lichtstreuung im Vorwartsscatter (FCS), die Granularitat der Zellen durch die in 90°
gerichtete Lichtstreuung im Seitwartsscatter (SSC) bestimmt werden. Die zellgebundenen
fluoreszierenden Antikorper werden durch Laserimpulse angeregt. Fluoreszeinisothiocyanat-
(FITC = Fluoreszenz 1) und Phycoerythrin-(PE = Fluoreszenz 2) Konjugate werden durch
Licht der Wellenldnge 488 nm angeregt. Die Emissionsmaxima der einzelnen Farbstoffe
(FITC= 525; PE= 575 nm) liegen in unterschiedlichen Wellenldngenbereichen und kdnnen
von entsprechenden Detektoren registriert und differenziert werden. Rechnerisch kénnen die
Signale tberlappender Emissionsbereiche gegeneinander kompensiert werden. Da Zellen eine
geringe Autofluoreszenz aufweisen konnen, wurde bei jeder Farbung eine Kontrolle mit

Isotyp-Antikérpern mitgefuhrt.

Einfach- und Zweifachfarbung von Zelloberflachenantigen

Die Oberflachenmarkierung wurde mit 1-5*10° der entsprechenden Zellen in
Spitzbodenplatten mit 96 Kavitaten durchgefiihrt. Die Zellen wurden bei 4°C fur 4 min und
1000 rpm (Multifuge 3 S-R) abzentrifugiert und zweimal mit 150 pl Waschpuffer fur
Immunfluoreszenz gewaschen. Nach Entfernung des Waschpuffers wurden die Zellen durch
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Ritteln in der Spitzbodenplatte aufgelockert und anschlieend in 5-10 pl der
Antikorpersuspension resuspendiert und fur 25 Minuten inkubiert. Nach erneutem
zweimaligem Waschen wurden die direkt mit FITC- oder PE-markierten Zellen in 100 pl
1%iger Paraformaldehyd-Ldsung (PFA) fixiert. Bei biotinylierten Primarantikdrpern wurden
im zweiten Schritt PE-konjugiertes Streptavidin hinzugegeben und fir 15 min bei 4°C
inkubiert. Die Zellen wurden anschlieBend zweimal gewaschen und in 100 ul 1%iger PFA-
Lésung aufgenommen. Die fixierten Zellen wurden im Durchflusszytometer (FACScalibur)

gemessen und unter Verwendung der CellQuest-oder WinMDI-Software ausgewertet.

Intrazellulare Markierung (kombiniert mit Oberflachenmarkierung)

Hierbei wurden 1-5x10° Zellen in einer Vertiefung einer 96 Spitzbodenplatte gegeben, einmal
mit 200 pl Staining-Puffer bei 1100 rpm (Multifuge 3S-R) fir 4 min gewaschen und mit 7 pl
von dem jeweiligen Antikorper fir 30 min im Dunkeln bei 4°C inkubiert. Nach einem
weiteren Waschschritt wurde das entstandene Zellpelett durch einen Ruttler aufgelockert, mit
100 pl Fix-Perm Puffer resuspendiert und fiir eine Stunde im Dunkeln bei 4°C inkubiert. Im
Anschluss wurde die Platte bei 1100 rpm (Multifuge 3S-R) fur 4 min zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Danach wurden die Zellen einmal mit 200 pl Staining Puffer bei 1100
rpm (Multifuge 3S-R) fur 4 min gewaschen und zweimal mit 200 pl Permeabilisation Puffer
bei 11000 rpm (Multifuge 3S-R) fir 4 min gewaschen. Um unspezische Bindungen zu
vermeiden wurde das Zellpellet anschlieBend mit 20 ul Blockierungsldsung fur 15 min bei
4°C inkubiert. Daraufhin wurden je 5 pul Antikorper (z.B. anti-TLR Ak bzw. anti-Granzym A
oder B Ak) hinzugegeben und fiir 30 min bei 4 °C inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit
200 pl Permeabilisation Puffer bei 1100 rpm (Multifuge 3S-R) fur 4 min wurden die Zellen in
100 ul PBS aufgenommen, am Durchflusszytometer gemessen und mit der CellQuest Pro

Software analysiert.

Zelltod-Markierungen

Durch Propidiumjodid (PJ) lasst sich Zelltod im Durchflusszytometer quantifizieren. Dabei
gelangt das PJ aufgrund von Membranldsionen in tote Zellen und interkaliert in die DNS der
Zelle. In dieser interkalierten Form hat PJ ein Emissionsspektrum zwischen 560 und 615 nm
und kann mittels Fluoreszenz 2 oder Fluoreszenz 3 detektiert werden. Angeregt wird es durch
Licht der Wellenldnge 488 nm, welches im Durchflusszytometer die Unterscheidung toter von

lebenden Zellen zulasst.
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Annexin-V ist ein Calcium abh&ngiges Protein mit einer hohen Affinitét fir Phophatidylserin,
welches bei apoptotischen Zellen von der Membraninnenseite zur Aulenseite transloziert.
Annexin-V kann daher fur die Phophatidylserin-Exposition auf der Membranaul3enseite aller
apoptotischen Zellen eingesetzt werden. In Kombination mit PJ kdnnen apoptotoische Zellen
(Annexin® PJ) und nekrotische Zellen (Annexin-V* PJ) unterschieden werden. Durch den
Verlust der Membranintegritit binden Annexin als auch PJ an nekrotische Zellen.

Jeweils 1-5*10° Zellen wurden fiir 4 min und 1000rpm (Multifuge 3S-R) abzentrifugiert und
einmal mit 150 pl Waschpuffer (4 min, 4°C, 1000 rpm, Multifuge3S-R) gewaschen.
AnschlieBend wurden die Zellen in 100 pl Annexin-V-FITC (1-10pug/ml) und 100l
Propidiumjodid-haltigem PBS (2,5 pg/ml) aufgenommen, 10 Minuten inkubiert und im
Durchflusszytometer analysiert.

Annexin-V-FITC wird ebenfalls bei einer Wellenlange von 488 nm angeregt und mit einem
515 nm Bandpass Filter fiir Fluorescein detektiert.

3.2.9 °*'Chromium-Freisetzungstest

Der Chromium-Freisetzungstest dient der Erfassung der Lyse von Zielzellen durch T-Zellen.
Dabei werden die Zielzellen (Targets) mit radioaktivem >*Chrom (ein Gamma-Strahler) fir
eine Stunde markiert und nehmen dieses auf. Als nachstes werden die Zielzellen gewaschen
und zu den Effektorzellen gegeben. Die Lyse der Zielzellen durch die Effektoren verursacht
die Freisetzung von **Chrom und kann aufgrund der radioaktiven Emission im Uberstand mit
einem Counter gemessen werden. Die Effektivitat der Lyse lasst sich prozentual berechnen.
Im Detail wurden 5*10° Tumorzellen in 500ul RPMI Kulturmedium mit 10% FKS
aufgenommen und mit 50pCi **Chrom fiir eine Stunde bei 37°C im Wasserbad inkubiert und
dreimal mit 5 ml RPMI Kulturmedium 5% FKS (5 min, 1300 rpm) gewaschen und
anschlieBend in 12 ml Medium aufgenommen. In der Inkubationszeit der Tumorzellen
wurden die Effektorzellen als Verdunnungsreihe in Dreifachwerten in einer 96-well-
Rundbodenplatte je 50ul ausgeséat. Zusatzlich wurden bei einigen Experimenten verschiedene
Substanzen, welche sowohl aktivierende als auch inhibierende Eigenschaften besal3en, je 50ul
dazugegeben. Die mit *'Chrom vorbehandelten Zielzellen, welche teilweise mit TLR-
Liganden und dem Aminobisphosphonat Alendronat fur 20h vorinkubiert waren, wurden je
50ul (2000/well) zu den Effektorzellen pipettiert . Hierbei betrugen die absteigenden
Konzentrationen der Effektor- gegentber den Zielzellen 100:1 - 50:1 — 25:1 - 12,5:1.
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Fur die Berechnung der prozentualen Lyse behalf man sich der Spontanlyse und der
Maximallyse. Bei der Spontanlyse wurden zu zwei Dreierwerten der Zielzellen statt
Effektorzellen 50ul Medium pipettiert und bei der Maximallyse gab man statt Medium eine
10%ige Losung Triton X-100 hinzu. Nach vier Stunden Inkubation bei 37°C und 5% CO2
wurden pro Kavitat 80ul Uberstand entnommen und tiber Nacht in szintillatorbeschichteten
96-well Platten (LumaPlate™, Perkin Elmer) getrocknet. Die enthaltene radioaktive Strahlung
wurde in einem Radioaktivitatsmessgerat (MicroBeta Trilux, Perkin EImer) gemessen.

Folgende Formel wurde zur Berechnung der prozentualen Lyse eingesetzt:

Prozentuale Lyse: 100*(gemessene Lyse — Spontanlyse)

Maximallyse — Spontanlyse

Folgende Substanzen wurden im Zytotoxizitétstest eingesetzt

Maus 1gG 10 pg/ml
NKG2D mAk M585 10 pg/ml
Vy9 mAk 7A5 10 pg/ml
Alendronat 5uM
Imiquimod 5 pg/ml
Poly (I:C) 50 ug/mi

3.2.10 Enzymgekoppelte immunchemische Analyse (ELISA)

Beim ELISA wurde der Zellkulturtiberstand, in welchem man Zytokine bestimmen wollte,
auf eine Zellkulturplatte gegeben, an welcher gegen das gewinschte Protein gerichteter
Antikorper gebunden war. AnschlieBend wurde ein zweiter, gegen das Protein gerichteter
Antikorper gekoppelt mit einem Enzym hinzugegeben. Dies bewirkt eine Umwandlung der
Substratlésung in einen Farbstoff. So konnte durch den Vergleich der Farbintensitat mit einer
Standardreihe die Konzentration des gesuchten Proteins im ELISA-Reader bestimmt werden.

Die verwendeten ELIA-Kits sind im Materialteil bereits aufgefihrt.

25




Material und Methoden

Tumorzellen

Die Tumorzellen werden in Kulturflaschen (50 ml, 250 ml, 650 ml) aufbewahrt und je nach
Spezifitat versorgt. Dabei spielen Herkunft und Wachstumsgeschwindigkeit in der
Kultivierung eine groRRe Rolle.

Das Medium wurde zwei bis dreitatig gewechselt. Die adhérent wachsenden Tumorzellen
wurden dabei mit Trypsin/EDTA —L6sung 15-30 Minuten (je nach Zelllinie) bei 37°C geldst
und die Kulturflaschen mit PBS ausgespult. AnschlieRend zentrifugiert man die Suspension
fur 5 min bei 1300 rpm. Ein Teil des Tumorzell-Pellets wurden dann im frischen Medium
aufgenommen und wieder ausgesét.

Die Tumorzellen wurden freundlicherweise von den erstgenannten Personen in der Spalte
,Ursprung* der folgenden Tabelle zur Verfiigung gestellt. Besonderer Dank fiir die
Bereitstellung gilt in diesem Zusammenhang Herrn Prof. Dr. F. Gieseler aus der 1. Medizin
des UK S-H Campus Kiel, Frau Prof. Dr. M. Z6ller aus Heidelberg und Herrn Prof. Dr.
Kalthoff, Molekulare Onkologie des UK S-H Campus Kiel. Der Genotyp der vorhandenen

Zellen wird regelméfiig mit Short Tandem Repeat Analysis durchgefihrt.

Verwendete Tumorart Ursprung Medium
Tumorzellen
MeWo Malignes Melanom M. Zoller, RPMI-Medium mit
Lymphknotenmetastase | Heidelberg; 10% FKS
Careyetal., 1976
Lung-Ca 459 Nicht-kleinzelliges F. Gieseler, Kiel RPMI-Medium mit
Lungenkarzinom Virmani et al., 1998 |10% FKS
PancTu-I Pankreasadenokarzinom | H. Kalthoff, Kiel RPMI-Medium mit
Primartmor Morgan et al., 2001 | 10% FKS
Colo357 Adenosquamdses H. Kalthoff, Kiel RPMI-Medium mit
Pankreaskarzinom Morgan et al., 1980 |10% FKS
Lymphknotenmetastase
PCI-1 Hypopharynxkarzinom | B.Wollenberg, DMEM-Medium mit
Lubeck; 10% FCS, 1mM
Pittsburgh Cancer Glutamin und
Institute 0.1mM Sodium
Pyruvat
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Verwendete Tumorart Ursprung Medium
Tumorzellen
BHY Human oral squamous | B.Wollenberg, DMEM-Medium mit
cell carcinoma Lubeck; 10% FCS, 1mM
Dr. Kawamata, Glutamin und
Tokushima 0.1mM Sodium
University, Japan Pyruvat
PT45P1 Ductales H. Kalthoff, Kiel RPMI-Medium mit
Pankresadenokarzinom |Morgan et al., 1980 |10% FKS
Panc 89 Ductales H. Kalthoff, Kiel RPMI-Medium mit

Pankresadenokarzinom

Morgan et al., 1980

10% FKS
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4  Ergebnisse

4.1 Unterschiedliche Aktivierbarkeit von y8 T-Zellen aus dem im peripheren Blut und
aus Aszites von Tumorpatienten

Der Einsatz von yé T-Zellen in der Immuntherapie ist von groBem Interesse und hat bereits

einige Teilerfolge in diversen Klinischen Studien erzielt (Dieli et al., 2007; Caccamo et al.,

2008; Burjanadze et al., 2007; Viey et al., 2008; Bennouna et al., 2008; Bouet-Toussaint et

al., 2008).

In vorliegender Doktorarbeit stellte sich u.a. die Frage, ob yd T-Lymphozyten in

Tumorpatienten durch eine moglicherweise permanente Aktivierung erschopft sind. Eine

Erschopfung konnte die von anderen Gruppen beobachtete Einschrankung ihrer

Effektorfunktion moglichweise erklaren (Dieli et al., 2007).

Es wurde daher der Prozentsatz an T-Lymphozyten mit Fokus auf die yd T-Zellen im

peripheren Blut und im Aszites von Krebspatienten (Ovarial, Mamma- und

Pankreaskarzinomen) und deren Proliferationskapazitat ermittelt.

Durchflusszytometrische Analysen ergaben, dass der relative Anteil der CD3 positiven

TCRap T-Zellen im Aszites geringfiigig hoher lag als im peripheren Blut (Abb. 1A). Der

relative Prozentsatz der CD3-positiven yd T-Zellen wiederum war im Aszites der

Krebspatienten niedriger als im Blut gesunder Spender und Krebspatienten (Abb. 1A).

B.
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Abbildung 1. Das relative Verhéltnis und die Aktivierbarkeit von y8 T-Zellen im Blut und im Aszites.

(A) Der relative Anteil von CD3-, TCRap- und TCRyd T -Zellen innerhalb der PBMZ gesunder Spendern (HD
= Healthy Donors) und Tumorpatienten (CP = Cancer Patients) sowie aus dem Aszites der Tumorpatienten
wurde welcher mit Hilfe der Durchflusszytometrie bestimmt. Die Balken stellen die Mittelwerte von 6 gesunden
Spendern und 4 Krebspatienten (2x Ovarial, Mamma bzw. Pankreaskarzinom) dar. (B) Ein Teil der in Abb. 1A
dargestellten Spender-PBMZ (2 reprasentative gesunde Spender = HD 1, 2 und 4 Krebspatienten, CP1-4)
wurden mit 200 nmol/L BrHPP in Anwesenheit von 50 Units/ml IL-2 stimuliert. Der relative Anteil der y5 T-

Zellen wurde nach 9 Tagen Zellkultur durch Anférben mit anti-TCRy3 mAKk durchflusszytometrisch bestimmt.
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Die Mehrzahl der yd T-Zellen sowohl im Blut als auch im Aszites exprimierten Vy9Vs2
(Daten nicht gezeigt). Vy9Va2 yo T-Zellen lassen sich nach Stimulation mit PAg wie z.B.
BrHPP selektiv um ein vielfaches expandieren. Der Versuch yd T-Lymphozyten aus dem
Aszites von Krebspatienten zu expandieren schlug fehl (Abb. 1B, graue Balken). Zum
Vergleich wurden die PBMZ der gleichen Spender (Abb. 1B, weil3e Balken) oder PBMZ von
gesunden Spendern mit einer relativ niedrigen Ausgangszellzahl von yd T-Zellen (< 1%)
verwendet (Abb. 1B, schwarze Balken). Die yd T-Zellen innerhalb der PBMZ proliferierten
deutlich starker als die yd T-Lymphozyten aus dem Aszites (Abb. 1B). Allerdings liel sich
auch eine etwas verminderte yo T-Zellproliferation innerhalb der PBMZ von Krebspatienten
im Vergleich zu gesunden Spendern ermitteln (Abb. 1B).

Durch eine Depletion der CD4- und CD25- positiven regulatorischen T-Zellen konnte keine
verbesserte yd T-Zellproliferation erreicht werden. Im Gegensatz dazu proliferierten die yd T-
Zellen aus dem peripheren Blut derselben Probanden nach Depletion der regulatorischen yo
T-Lymphozyten deutlich starker (Daten nicht gezeigt). Die Anzahl der aufgefuhrten Spender
ist sehr gering. Vergleichbare Ergebnisse lieferten jedoch weitere parallele Untersuchungen in
der Gruppe (Daten nicht gezeigt).

Zur Uberpriifung der zytotoxischen Aktivitait der yS T-Zellen aus dem Blut von
Krebspatienten wurden von diesen Patienten yd T-Zelllinien angelegt und gegen Tumorzellen
unterschiedlicher Entitaten getestet. Die Etablierung von yé T-Zelllinien aus Aszites gelang
auf Grund der schlechten Aktivierung der Zellen nicht. Als Kontrolle dienten yd T-Zelllinien
bzw. Klone von gesunden Sepndern. Zudem wurde Gberprift inwiefern die Gabe von TLR
Agonisten die Zytotoxizitidt verbessert und dadurch die ,Erschopfung” der yd T-Zellen

umgangen oder vermindert werden kann.

4.2 Der Einfluss von TLR Agonisten poly(1:C) und Imiquimod bei der yd T-Zell

abhangigen Tumorlyse verschiedener Tumorarten
Toll-like Rezeptoren erkennen bestimmte molekulare bakterielle oder virale Strukturen. TLR
werden sowohl von Zellen der angeborenen als auch der erworbenen Immunitat exprimiert
und spielen eine wichtige Rolle in der Immunabwehr. Ferner bietet die Aktivierung der TLR
uber ihre Liganden bzw. (ber synthetische Agonisten eine gute Mdglichkeit die
Immunantwort zu modulieren (Henessy et al., 2010). In der vorliegenden Arbeit lag der Fokus
auf TLR3 und TLR7, da es bereits Hinweise aus der Literatur gab, dass die TLR auch auf
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Tumorzellen exprimiert werden und die anti-Tumorantwort dadurch moduliert werden kann
(Pries et al., 2008; Smits et al., 2008).

Tumorzellen unterschiedlichen Ursprungs wie z.B. duktale Pankreasadenokarzinome
(PT45P1, Panc89, PancTu-I, Colo357), Plattenepithelkarzinome des Kopf- und Halsbereiches
(PCI-1, BHY), ein Lungenkarzinom (Lungen-Ca 459), Ovarialkarzinome (selbst etabliert)
und ein Malignes Melanom (MeWo) wurden durchflusszytoemtrisch auf TLR3 und TLR7
Expression hin untersucht. Wie in Abbildung 2A dargestellt, exprimierten alle getesteten
Karzinome intrazellular TLR3, ausgenommen das Maligne Melanom MeWo. Die
Ovarialkarzinome exprimierten ebenfalls TLR3 (nicht gezeigt), sie konnten jedoch fur die
folgenden Zytotoxizitatsanalysen nur bedingt verwendet werden, da **Chrom durch diese
Tumorzellen sehr schlecht aufgenommen wurde. Erwartungsgemall zeigte das
Plattenepithelkarzinom des Pharynx BHY die hdchste intrazelluldare TLR3 Expression (Pries
et al., 2008). Zudem konnte bestatigen werden, dass TLR3 nicht auf der Zelloberflache der
untersuchten Tumorzellen exprimiert wurde (Daten nicht gezeigt). Alle Zelllinien
exprimierten zudem mit nahezu gleicher Intensitat intrazellular TLR7 (Abb. 2B). Als
Kontrollen wurden Antikorper des gleichen Isotyps verwendet, die nicht an humane Zellen

binden. Die Ergebnisse konnten in vier unabhéngigen Experimenten reproduziert werden.

A. Pt45P1 Panc89 PancTu-1 Colo357 Lung-ca 459 PCI-1 BHY MeWo
8 24 2 g 25 g 2 2,
g 29|¢ % 22| 3.7|¢ 3.5 g 3 43| 2 4 g 54 g 1.4
8, Sci 3 S, Sof ?;D S, 8_1
00 10t 100 ot 100 qpd 109 0t 100 ae g qpd 100 104 400 ggt
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2, 8 g 8 2; 23 23 23
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Abbildung 2. TLR3 und -7 Expression auf unterschiedlichen Tumorzellen.

Die intrazelluldre Expression von TLR3 (A) und TLR7 (B) wurde in einem Durchflusszytometer mit dem
angegebenem Antikérper nach 30 mindtiger Inkubation bestimmt. Dabei stellen die dinnen Linien die
Isotypkontrolle dar, wéahrend die dicken Linien die Expression von TLR 3 und- 7 darstellen. Im Unterschied zu
den MeWo Zellen, war die intrazelluldre Expression von TLR3 in den {brigen Tumorzellen sehr deutlich.
Whéhrenddessen exprimierten alle verwendeten Tumorzellen intrazellulir TLR7. Ein Histogramm ist
reprasentativ fiir vier Wiederholungen. Zum besseren Vergleich der Farbungen untereinander wurde die mediane
Fluoreszensintensitat (dargestellte Zahlen) berechnet. Diese errechnete sich als relative Erhthung zu der
jeweiligen Isotypkontrolle.
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AnschlieBend wurde in Zytotoxizitatsanalysen die Lyse der Tumorzellen durch yé T-
Effektorzellen Gberprift. Die direkte Zugabe des TLR3- bzw. TLR7 Liganden poly(l:C) bzw.
Imigiumod flihrte weder zu einer Steigerung der Lyse bei den gesunden Spendern (GS1-GS4)
noch bei den Krebspatienten (KP1-KP2). Diese Resultate konnten in zwei bis vier
unabhangigen Experimenten mit den angegebenen yd T-Zelllinien bzw. Klonen in Kokultur
mit dem duktalen Pankreasadenokarzinom PT45P1 wiederholt werden (Abb. 3A). Um
auszuschliel3en, dass die 4-stiindige Periode des Zytotoxizitatstests zu kurz war um einen
Triggereffekt der TLR Liganden auf die untersuchten Tumorzellen oder die yo T-Zellen zu
erzielen, wurde die Inkubationszeit verlangert.

Aus diesem Grund wurde die Tumorlinie PT45P1 (Pankreaskarzinom) mit den TLR Liganden
poly (I:C) bzw. Imigiumod fir 20 Stunden vorinkubiert und anschlielend 2x gewaschen. Die
Vorinkubation der Tumorzelllinie PT45P1 fiihrte zu einer gesteigerten Lyse durch yd T-
Zellen. (Abb. 3B). Eine zusétzliche Restimulation der yo T-Zellen mit dem PAg BrHPP fiihrte
zu einer zusatzlichen Steigerung der y& T-Zell-Zytotoxizitat gegenlber der mit den TLR
Liganden vorbehandelten PT45P1 (Abb. 3C).
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Abbildung 3. Darstellung der gesteigerten y8 T-Zellzytotoxizitat nach Vorbehandlung der Tumorzellen.
Vy9Va2 T Zell-Linien/-Klone von gesunden Spendern (GS1-GS4) und Krebspatienten (KP1-KP2) wurden als
Effektorzellen gegeniiber PT45P1mit den angegebenen E:T-Verhaltnissen eingesetzt. Poly(1:C) oder Imiquimod

wurden direkt in die Kokultur aus Tumorzellen und y3 Effektorzellen hinzugefugt (A).
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Alternativ wurden Tumorzellen (B, C) fiir 20 Stunden mit den angegebenen TLR Liganden vorbehandelt,
gewaschen und mit den yd T Zelllinien kokultiviert. In einigen Versuchen wurden die vy T Zelllinien/-Klone mit
200 nmol/L BrHPP bei 37° C vorbehandelt und anschlieBend zu den mit *Cr-markierten Zielzellen hinzugefiigt
(C). Der Mittelwert wurde aus dreifacher Bestimmungen berechnet (die Standardabweichung (SD) war < 10%).
Die Punkte in der Graphik stellen die Durchschnittswerte von zwei bis vier unabhéngigen Experimenten mit den
selben Spendern dar.

Ahnliche Ergebnisse konnten in unabhangigen Experimenten mit zwei weiteren Vy9Vvs2 T-Zelllinien von
gesunden Spendern (GS5-GS6) bzw. Krebspatienten (KP3-KP4) ermittelt werden (Daten nicht gezeigt).

Im Vergleich zu den y8 T-Zellen zeigten die CD3* CD8" TCRaf" T-Zellen derselben Spender
keine relevante Lyse der getesteten Tumorzellen, unabhangig davon ob eine Vorbehandlung
mit den TLR Liganden durchgefiihrt wurde (Daten nicht gezeigt). Als Vergleich diente eine
Mediumkontrolle.

Ahnliche Ergebnisse wurden in weiteren Versuchen mit den Pankreasadenokarzinomen
(Panc89, PancTu-I, Colo357), den Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereichs (SCCHN)
(PCI-1, BHY) oder des Lungenkarzinoms (Lungen-Ca 459) mit den selben yd T-Zelllinien
bzw. Klonen beobachtet (Abb. 4A-F). Eine Vorinkubation von Panc89, PancTu-1, Colo357,
Lungen-CA 459, PCI-1, und BHY mit den TLR Liganden poly(l:C) und Imiquimod fuhrte in
drei unabhédngigen Untersuchungen zu einer gesteigerten Zytotoxizitdt der mit BrHPP
aktivierten yd T-Zellen (Abb. 4A-F). Interessanterweise wurde die Pharynx-Tumorzelllinie
BHY mit der héchsten TLR 3 Expression nach Vorbehandlung mit dem TLR3 Liganden
poly(1:C) verstarkt durch die yd T-Zellen lysiert (Abb. 4F). Im Gegensatz dazu fiihrte eine
Vorbehandlung der Tumorzelllinie Colo357 (Pankreasadenokarzinom) trotz der hohen
intrazelluldaren TLR7 Expression nach Inkubation mit dem TLR7 Liganden Imiquimod zu
keiner nennenswerten Steigerung der yd T-Zellzytotoxizitat (Abb. 4C). Das Melanoma MeWo
erwies sich ebenfalls in mehreren Versuchen als resistent gegenuber einer yo T-Zell-
vermittelten Lyse nach Vorbehandlung der Tumorzellen mit den TLR Liganden poly(l:C) und
Imiquimod (Abb. 4G). Der Mangel an intrazelluldarem TLR3 in der Tumorzelllinie MeWo
konnte hier die Resistenz gegenuber der gesteigerten Lyse nach Vorbehandlung mit poly(l:C)
erklaren (Abb. 2A). Dennoch fuhrte auch die Vorbehandlung mit dem TLR7 Liganden
Imiquimod zu keiner Steigerung der Lyse der TLR7 exprimierenden MeWo Tumorzelle. Dies
lasst vermuten, dass zusatzliche bzw. andere Mechanismen in der gesteigerten TLR

abhangigen Tumorzelllyse involviert sind (siehe folgende Kapitel).
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4.3 Einfluss von Aminobisphosphonaten (n-BP) auf die Y8 T-Zellzytotoxizitat
Aminobisphosphonate (n-BP) mittlerer Potenz wie das Alendronat aktivieren yd T-Zellen.
n-BPs induzieren eine Akkumulation und Freisetzung von yd T-Zellen stimulierenden PAg in
Makrophagen oder Tumorzellen und flihren zu einer Hochregulation von NKG2D Liganden
wie ULBP2 und ULBP3, welche in einer gesteigerten Effektorfunktion der yd T-Zellen
resultiert (Gober et al, 2003; Kistowska et al., 2008; Daten nicht gezeigt).

Um zu beweisen, dass MeWO prinzipiell empfindlich ist gegentber einer yd T-Zell-
abhangigen Lyse ist, wurde die Tumorzelllinie MeWO mit dem n-BP Alendronat
vorbehandelt (Abb. 4H). Ferner wurden in den folgenden Untersuchungen getestet inwieweit
mit PAg BrHPP vorbehandelte Vy9Vo2 T-Zelllinien von gesunden Spendern und
Krebspatienten die Tumorzellen unterschiedlichen Ursprungs lysieren. Hierfir wurden die
unterschiedlichen Tumorzelllinien fur 20 Stunden mit Medium oder mit den TLR3 und TLR7
Liganden poly(l:C) und Imiquimod vorinkubiert. Als positive Kontrolle fir die Lyse wurde
MeWo 20 Stunden mit Alendronat vorbehandelt (Abb. 4H). AnschlieRend wurde die Lyserate
anhand des Zytotoxizitatstests bestimmt (Abb. 4A-H). Die mit den TLR Liganden
vorbehandelten Tumorzellen wurden bis auf das Melanom MeWo verstérkt durch die yd T-
Zelllininien lysiert. Im Gegensatz dazu sah man keine verstarkte Lyse des Melanoms MeWo
nach Vorbehandlung mit den TLR3- und TLR7 Liganden. In der Kontrolle zeigten unsere
Ergebnisse nach 20-stindiger Vorbehandlung der MeWo Zellen mit 5umol/L Alendronat eine
erwartungsgemal verstérkte Lyserate im Zytotoxizitatstest (Abb. 4G-H). Diese Ergebnisse

wurden in zwei bis drei unabhangigen Versuchen reproduziert.
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Abbildung 4. Darstellung der gesteigerten Lyse unterschiedlicher Tumorzellen nach Vorbehandlung der
Tumorzellen mit TLR Liganden und Alendronat.

Vy9Va2 T-Zelllinien (GS1, GS2) und Klone (GS3, GS4) von gesunden Spendern sowie Linien von
Krebspatienten (KP1, KP2) wurden mit BrHPP prdinkubiert bevor die im Medium (Vierecke), im poly(l:C)
(Kreise) oder Imiquimod (Dreiecke) vorbehandelten Tumorzellen hinzugefiigt wurden (A-H). Als positive
Kontrolle fir die Lyse wurde MeWo fir 20 h mit 5umol/L Alendronat vorbehandelt (Raute) (G,H). Die
Mittelwerte wurden aus Dreifach-Bestimmungen ermittelt (SD < 10%). Die Punkte stellen die Mittelwerte von

zwei bis drei unabhangigen Experimenten mit denselben Spendern dar.
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Als néchstes stellte sich die Frage, welche Mediatoren fiir die gesteigerte Zytotoxizitét der yo
T-Zellen gegenuber den Tumorzellen veranwortlich sind. Da einige der duktalen
Pankresadenokarzinome weitgehend resistent gegeniiber eines Fas/FasL induzierten Zelltodes
sind (Kabelitz et al., 2004), konzentrierte ich mich in meiner Arbeit auf die Freisetzung von
Granzymen A und B. Bei den Granzymen handelt es sich um Serinproteasen, die in
sekretorischen Vesikeln zytotoxischer Effektor-Lymphozyten gespeichert werden. Granzym
A wird auch als Serinesterase bezeichnet und hat die Substratspezifitat einer Tryptase und
spielt bei der getriggerten Apoptose eine Rolle. Granzym B ist eine Aspartase und ist auch
bekannt als Fragmentin 2. Wenn es sich im Zytosol der Zielzelle befindet, kann es auf
verschiedenen Wegen Apoptose induzieren. Der hauptsachliche Mechanismus verlauft tber
die Mitochondrien und fiihrt tber die Aktivierung der Caspasenkaskade zur Apoptose der
Zelle.

In meinen Versuchen habe ich das duktale Pankreasadenokarzinom PT45P1 fiir 20 Stunden
im Medium oder mit den TLR Liganden poly(I:C) und Imiquimod vorbehandelt und
anschlieBend fur vier Stunden in eine Kokultur mit y3 T-Zellen gebracht. Die Granzyme A
und B wurden nach diesen vier Stunden mit Hilfe eines ELISAs aus dem Zellkulturiiberstand
bestimmt (Abb. 5A und 5B). In Ubereinstimmung mit der gesteigerten Tumorlyse konnte in
vier unabhéngigen Versuchen mit Doppelwerten eine erhdhte Produktion von Granzym A und
B nachgewiesen werden. Zudem wurde mit Hilfe der Durchflusszytometrie ein signifikanter
Anstieg des intrazellular akkumulierten Granzym B in den untersuchten y& T-Zellen
beobachtet (Abb. 5C).
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Abbildung 5. Die Vorbehandlung der Tumorzellen mit poly(I:C) oder Imiquimod fiihrt zu einer
Steigerung der Granzymproduktion in y8 T-Zellen.

PT45P1 wurde fir 20 Stunden mit Medium (M), poly(I:C) (P) oder Imiquimod (I) vorbehandelt und fur vier
Stunden in eine Kokultur mit yd T-Zellen von gesunden Spendern (HD1, HD2) und Krebspatienten (CP1, CP2)
in Anwesenheit von BrHPP gebracht. (A) Granzyme A und (B) Granzyme B wurden mittels ELISA im
Zellkulturiiberstand, welcher nach diesen vier Stunden der Kokultur 4 h gesammelt wurde, gemessen. Der
Mittelwert von vier verschiedenen Versuchen mit Doppelwerten ist gezeigt. Die Signifikanz wurde mit dem
einseitig gepaarten student t-test bestimmt und ist als *p < 0.05 und **p < 0.01 dargestellt. (C) Intrazelluléres
Granzyme B wurde mittels Durchflusszytometrie mit Alexa Fluor 647 gelabelten mAK in yd T-Zellen bestimmt,
welche nach 4-stiindiger Kokultur mit Tumorzellen mit einem FITC-gelabeltem anti-V82 mAk markiert wurden.
Um zwischen y8 T Zellen und Tumorzellen zu unterscheiden wurde ein Gate auf die FITC Vy9Vvs2 T-Zellen

gesetzt. Die mediane Fluoreszensintensitat von Granzym B ist dargestellt.

37



Ergebnisse

Basierend auf den oben genannten Ergebnissen wurde im weiteren ein Fokus auf die
Aufklarung moglicher Mechanismen der gesteigerten yd T-Zellzytotoxizitdt gegentiber den
mit TLR Liganden vorbehandelten Tumorzellen gelegt. Aus diesem Grund wurde im
Folgenden der Einfluss von poly(I1:C) und Imiquimod auf das Uberleben der Tumorzellen
oder deren Zelltod sowie die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen als auch die

Modulation von kostimulierenden Faktoren naher untersucht.

4.4 Einfluss von poly (I:C) und Imiquimod auf Tumorzelltod

Berichten zufolge kénnen TLR3 und TLR7 Agonisten programmierten Zelltod ausldsen
indem sie einen direkten zytostatischen und/oder zytotoxischen Effekt in verschiedenen
Brust-, Haut- und Blasenkrebszelllinien sowie in Pateinten mit malignen Melanomen oder
Basalzellkarzinomen austiben (Salaun et al., 2006; Schon et al., 2004; Inglefield et al., 2006;
Smith et al., 2007). Poly(l:C)-vermittelter Zelltod beinhaltet sowohl die Toll/IL-1R Domain-
Containing-Adaptor (TIRAP)-abhéngige Produktion von IFN-f als auch die Aktivierung
verschiedener extrinsischer Caspasen und NF-xB p65, welche fur die Auslésung von
programmiertem Zelltod erforderlich sind (Salaun et al., 2007; Salaun et al., 2006). In
ahnlicher Weise soll auch Imiquimod durch Aktivierung des Adaptermolekils Myeloid
Differentiation Primary Response 88 (MyD88) und des Transkriptionsfaktors NF-«xB zur
Induktion eines Caspase-abhéngigen Zelltodes fuhren. Programmierter Zelltod (Apoptose)
wurde in den unterschiedlichen Tumorzellen nach Vorinkubation der TLR Liganden mit Hilfe
von Annexin-V und PJ bestimmt (Daten nicht gezeigt). Einen direkten poly(l:C)- bzw.
Imiquimod-induzierten Zelltod konnte lediglich in der Tumorzelllinie Colo357 ausgeldst
werden und in den weiteren untersuchten Karzinomzelllinien ausgeschlossen werden. Die
Vorbehandlung von Colo357 Zellen mit TLR3 bzw. TLR7 Liganden fur 20 Stunden fiihrte zu
einem gesteigerten Zelltod (70%). Fir die Zytotoxizitatstests wurden naturlich vorher die
vitalen Colo357 Zellen per mikroskopischer Auszahlung bestimmt und entsprechend in dem
*IChrom-Freisetzungstest eingesetzt. Wahrend der 4-stiindigen Periode der Zytotoxizitatstests
konnte kein weiterer Zelltod festgestellt werden. In Ubereinstimmung mit dem Ausbleiben
des durch TLR Liganden induzierten Zelltodes in den meisten untersuchten Tumorzelllinien,
konnte auch kein Typ | IFN im Uberstand der Tumorzellen nach Stimulation mit TLR

Liganden nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).
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45 Einfluss von poly(l:C) und Imiquimod auf die Produktion von
proinflammatorischen Zytokinen

Nach 20 stindiger Inkubation der Tumorzelllinien PT45P1(Pankreasadenokarzinom) und
BHY (Pharynxkarzinom) mit dem TLR3 Liganden poly(l:C) konnte eine hohe Produktion
von IL-6 im ELISA gemessen werden. Dieser Effekt wurde nach Stimulation derselben
Tumorzelllinien mit Imiquimod nicht beobachtet (Abb. 6A). Weiterhin zeigte sich ein
geringfligig erhdhte Konzentration von TNF-a nach Stimulation der Tumorzelllinien PT45P1
und BHY mit poly(l:C) sowie nach Stimulation der PT45P1 mit Imiquimod (Abb. 6B).
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Abbildung 6. IL-6 zeigt keinen Effekt auf die yd T Zellzytotoxizitat.

(A) PT45P1 und BHY wurden im Medium (M) kultiviert oder mit poly(I:C) (P) oder Imiquimod (1) fir 20
Stunden stimuliert. IL-6 und TNF-o wurden durch Immunlite (automatischer Chemiumineszenz Immunoassay
Analyzer) bestimmt. Hier sind die Ergebnisse von drei verschiedenen Versuchen mit Doppelwerten gezeigt (A,
B). (C) Die Lyse der Tumorzelllinien PT45P1 und BHY durch yd T Zellen wurde mit dem angegebenen
Effector/Target (E/T) Verhaltnis Oberpruft. Die y8 T Zelllinien eines gesunden Spenders wurden in Abwesenheit
(Viereck) oder Anwesenheit (Kreis) von 10ng/mL rekombinantem IL-6 oder IFN-o/B (Raute) mit den
entsprechend  angegebenen  Tumorzellen  kokultiviert.  Dargestellt  sind die  Mittelwerte  von
Dreifachbestimmungen von einem von zwei vergleichbaren Experimenten. (SD < 10 %). Die Anwendung von

generierten yd T-Zellen anderer Spender lieferte dhnliche Ergebnisse.
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Eine gesteigerte Proliferation oder das Uberleben von einigen Tumorzellen vermittelt durch
eine vermehrte autokrine IL-6 Produktion nach Stimulation mit TLR7/8 Agonisten, eine
Polarisation von Immunzellen gegeniber Zellen, welche das Tumorwachstum fordern, durch
Zytokine wie 1L-6, TNF-a und Makrophagen-inhibitorischem Faktor (MIF) sowie die
Induktion von Regulatoren des Zelltberlebens wie X-linked inhibitor of apoptosis protein
(XIAP) und phospho-AKT durch TLR Liganden wurde bereits durch andere Forscher
beschrieben (Bohnhorst et al., 2006; Jego et al., 2006; Kelly et al., 2006). Interessanterweise
beobachteten wir bei den Plattenepithelkarzinomen nach Vorinkubation mit poly(l:C) in
Abwesenheit von yd T-Zellen eine leichte Reduktion des spontanen Zelltodes (Daten nicht
gezeigt). Allerdings resultierte aus der Vorbehandlung der Plattenepithelkarzinome mit
poly(l:C) in Kokultur mit yd T-Zellen ein erhohter Zelltod statt Zelllberleben (Abb. 4E, F).
Eine Erklarung fiir die erhohte Zelltoxizitat durch die yo T-Zellen kénnte der niedrige Level
an IL-6 sein, welches moglicherweise wahrend der 4-stiindigen Phase des Zytototxizitatstests
sezerniert wurde. In vorliegender Arbeit konnte gezeigt, dass die untersuchten Tumorzellen
nach 20-stindiger Inkubation mit poly (I:C) eine hohe Menge an IL-6 produzierten (Abb. 6A,
B), welches in den Waschschritten zur Vorbereitung des Zytototxizitatstests rausgewaschen
wurde. Um die Wirkung von IL-6 zu untersuchen, wurde wahrend der 4-stiindigen Dauer des
Zytototxizitatstests rekombinantes IL-6 in die Kokultur aus yd T-Zellen und Tumorzellen
hinzugefligt. Die Zugabe von rekombinantem IL-6 flihrte zu keiner Zunahme der yd T-Zell-
vermittelten Tumorlyse, jedoch konnte die Lyse in Anwesenheit von rekombinaten Typ |
IFNen (IFNo/B; vermutlich physiologisch hauptsachlich produziert durch dendritische Zellen;
Abb. 6C) gesteigert werden. Die Areaktivitdat von y& T-Zellen auf IL-6 konnte mit der
beobachteten fehlenden IL-6 Rezeptor-Expression auf allen getesteten yd T-Zelllinien in

Einklang gebracht werden (Daten nicht gezeigt; Oberg et al., 2006).

4.6  Einfluss von poly(1:C) und Imiquimod auf die Modulation von kostimulierenden
Faktoren
Des Weiteren wurde in vorliegender Doktorarbeit untersucht, ob eine Stimulation mit TLR
Liganden zu einer Hochregulation von kostimulatorischen Molekiilen fihrt. Keine der
getesteten Tumorzelllinien bis Panc89 Zellen exprimierten CD80/CD86 oder CD40 Liganden
auf der Oberflache (Daten nicht gezeigt). Die Vorbehandlung der Tumorzellen mit Imiquimod
oder poly(I:C) flihrte auch nicht zu einer Hochregulation von CD80, CD86 oder CD40 Ligand
(Daten nicht gezeigt). Aus diesem Grund wurden weitere kostimulatorische Molekiile wie die
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Abbildung 7. Die Rolle derNKG2D/NKG2D Liganden Interaktion auf die durch TLR Liganden
vermittelte gesteigerte yd T-Zellzytotoxizitat.

(A) Die Expression von aktivierenden und inhibitorischen NKRs auf den Zelloberflachen von y& T-Zelllinien/-
Klonen von den Spendern wurde mit Hilfe der Durchflusszytometrie ermittelt. (B) Die Oberflachenexpression
von NKG2D auf der y5 T-Zelllinie von Krebspatient (KP1) wurde nach Kultivierung im Medium oder BrHPP
und 4-stindiger Kokultur mit der Tumorzelllinie PT45P1, welche fur 20 Stunden mit Medium (M), poly(l:C)
oder Imiquimod vorbehandelt war, anhand der Durchflusszytometrie gemessen. Dargestellt ist die mittlere
Fluoreszenzintensitdt von drei unabhéngigen Versuchen mit einem représentativen Spender. (C) PT45P1 wurde
fur 20 Stunden mit den angegebenen TLR Liganden vorbehandelt, gewaschen und in Dreifachansatzen mit yd T-

Zellen eines Krebspatienten (KP1) kokultiviert. Die vy T-Zellen von KP1 wurden vorher entweder in Medium
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oder mit anti-NKG2D mAb M85 vorbehandelt. Ahnliche Ergebnisse wurden in parallel durchgefiihrten

Experimenten mit den yd T-Zelllinien von gesunden Spendern (GS 1 und 3) erhalten.

NKG2D Liganden, welche die Aktivierung und zytotoxische Funktion von y& T-Zellen
vergleichbar wie bei den NK-Zellen regulieren kénnen (Rincon-Orozco et al., 2005; Wrobel
et al., 2007). Zur Untersuchung der Expression von NKG2D Liganden auf den Tumorzellen
und den entsprechenden Rezeptoren auf yd T-Zellen wurden diese nach Vorbehandlung der
Tumorzellen mit Medium, poly(l:C) oder Imiquimod kokultiviert und nach 4 Stunden die
entsprechende Expression durchflusszytometrisch analysiert. Alle getesteten Tumorzelllinien
ausgenommen MeWo exprimierten die NKG2D Liganden MICA/B und ULBP 2-3 und die
NKG2A Liganden MHC-Klasse-I Molekiile (Daten nicht gezeigt). Wie erwartet exprimierten
die meisten der Vy9Vé2 yd T-Zelllinien von gesunden Spendern wie auch von
Tumorpatienten den aktivierende NKG2D Rezeptor auf der Zelloberflache, wohingegen der
inhibitorische  NKG2A Rezeptor unterschiedlich exprimiert wurde (Abb. 7A). Andere
aktivierende Rezeptoren, wie NKG2C, NKp30, NKp46, KIR2DS1, und KIR2DS wurden
nicht exprimiert (Abb. 7A). Die inhibitorischen Rezeptoren KIR2DL1 und KIR2DL2 waren
ebenfalls nicht messbar und der inhibierende Rezeptor KIR3DL1 war sehr schwach
exprimiert (Abb. 7A).

Diese Resultate konnten anhand der Durchflusszytometrie in zwei bis drei unabhé&ngigen
Versuchen reproduziert werden.

In weiterflhrenden Experimenten wurde die Maéglichkeiten der Modulation von NKG2D und
NKG2A und ihrer Liganden nach Kokultur von vorbehandelten Tumorzellen und yd T-Zellen
uberpruft. Es lieR sich beobachteten, dass die NKG2D Expression auf yé T-Zellen in
Anwesenheit von Tumorzellen bereits 4 Stunden nach TZR Stimulation (BrHPP) abnahm,
jedoch kam es zu keiner weiteren Abnahme der NKG2D Expression bei Kokultivierung der
vd T-Zellen mit poly(I:C)- oder Imiquimod vorbehandelten Tumorzellen (Abb. 7B). Die
Expression von NKG2A wurde ebenfalls nicht in Anwesenheit von poly(l:C)- oder
Imiquimod behandelten Tumorzellen reguliert (Daten nicht gezeigt). Dartiber hinaus wurde
die NKG2D Liganden Expression auf Tumorzellen nach VVorbehandlung der Tumorzellen mit
TLR Liganden nicht beeinflusst (Daten nicht gezeigt), welches vermuten ldsst dass der
NKG2D/NKG2D Ligand Signalweg nicht in die verstarkte yd T-Zellzytotoxizitdt nach
Vorbehandlung der Tumorzellen mit TLR Liganden involviert ist. Dies konnte zudem im

Zytotoxizitatstest unter Verwendung des anti-NKG2D mAk M585 bestéatigt werden. Bei yo T-
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Zellen, die mit Tumorzellen unter Zugabe von anti-NKG2D mAk M585M kokultiviert

wurden, war die Zytotoxizitat gegenuber diesen Tumorzellen reduziert. Die Vorbehandlung
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Abbildung 8. Darstellung der Abnahme der MHC-I-Klasse Molekiile auf Tumorzellen nach
Vorbehandlung mit Imiquimod und Hochregulation von CD54 nach Vorbehandlung mit poly(l:C) .
Pankreasadenokarzinome oder MeWo wurden fiir 20 Stunden mit Medium (M), poly(l:C) (P) oder Imiquimod
mAk W6/32 oder mit einer

entsprechenden Isotypkontrolle markiert. Das Verhaltnis der durchschnittlichen Fluoreszenzintensitat der MHC-

() vorbehandelt. (A) Die Tumorzellen wurden mit anti-MHC-Klasse-I

Klasse-1 Expression zur Isotypkontrolle wurde in vier unabhangigen Experimenten mit einem gesunden Spender
(GS1) und einem Krebspatienten (KP1) berechnet. Die Signifikanz wurde mit dem einseitig gepaarten student t-
test bestimmt und ist als *p < 0,05, **p <0,01 dargestellt.

(B) Messung der CD54 (ICAM-1) Expression auf der Zelloberflache der angegebenen Tumorzelllinien nach
Inkubation im Medium (diinne Linie), poly(l:C) (dicke Linie; Bilder auf der linken Seite) oder Imiquimod (dicke
Linie; Bilder auf der rechten Seite). Die gepunktete Linie stellt die jeweilige Isotypekontrolle dar. Vergleichbare

Expressionen wurden in drei unabhdngigen Experimenten beobachtet. (C) Darstellung der mittleren
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Fluoreszenzintensitit von CD11a und CD18 flr yd T Zelllinien/-Klone der angegebenen Spender. Eine von zwei

reprasentativen Farbungen sind dargestellt.

der PT45P1 Zellen mit poly(l:C) bzw. Imiquimod verhinderte jedoch eine vollstandige
Hemmung der yd T-Zell-vermittelten Lyse in Anwesenheit von anti-NKG2D mAKk. Die TLR
Ligand Vorbehandlung von PT45P1 reduzierte die yd T-Zellzytotoxizitat in Anwesenheit von
anti-NKG2D mAKk lediglich auf das Niveau welches bei unbehandelten Tumorzellen ohne
anti-NKG2D mAk M585 zu messen war (Abb. 7C).

Interessanterweise fuhrte jedoch eine Vorbehandlung der Tumorzellen mit Imiquimod zu
einer signifikanten Abnahme der Expression von MHC-KIlasse-I Molekile auf den
Tumorzellen, die sensitiv gegeniiber der yo T-Zell-vermittelten Lyse waren. (Abb. 8A).

Die Daten lassen vermuten, dass die Abnahme der MHC-Klasse-I Molekile auf den
Imiquimod behandelten Tumorzellen die Bindungsaffinitdt zum inhibitorischen Rezeptor
NKG2A vermindert und dies in einer gesteigerte Tumorzelllyse resultiert. Als Kontrollen
dienten Colo357- bzw. MeWo Zellen. Die Vorbehandlung der Tumorzelllinie Colo357 mit
dem TLR7 Liganden Imiquimod fiihrte zu keiner Abnahme der MHC-Klasse-1 Molekiile auf
diesen Zellen. Dies korrelierte mit dem Ausbleiben einer verstarkten yd T-Zell-vermittelten
Zytotoxizitdt gegenuber Colo357 Zellen. Im Unterschied dazu wurden MHC-Klasse-I
Molekule auf mit Imiquimod vorbehandelten MeWo Tumorzellen runterreguliert. Die Lyse
der Imiquimod behandelten MeWo Zellen durch yd T-Zellen wurde jedoch nicht verstarkt,
was sich mit der fehlenden Expression von NKG2D Liganden auf MeWo erklaren I&sst
(Wrobel et al.; 2007).

Ferner zeigen vorliegende Ergebnisse, dass eine Vorbehandlung der Tumorzellen mit
poly(l:C) zu keiner Herrunterregulation der MHC-Klasse-1 Molekdile fiihrte (Abb. 8A). Aus
diesem Grund wurde untersucht, ob eventuell die poly(l:C) Behandlung von Tumorzellen eine
Modulation von Adhasionsmolekiilen bewirkt, welche ebenfalls eine wichtige Rolle in der
Interaktion zwischen zytotoxischen y& T Zellen und Tumorzellen spielen kénnte. Guo und
Kollegen konnten zeigen, dass eine Blockierung mit anti-CD54 oder anti-CD18 Antikorpern
die y8 T-Zellvermittelte Tumorzelllyse reduziert (Guo et al., 2005). In Ubereinstimmung mit
deren Daten konnte im Rahmen dieser Arbeit nachweisen, dass eine fehlende CD54
Expression zusammen mit einer niedrigen Konzentration von NKG2D Liganden auf MeWo
Tumorzellen zu einer verminderten Lysekapazitat der yd T-Zellen gegenuber den MeWo

Tumorzellen flihrte. Des Weiteren konnte in vorliegender Arbeit gezeigt werden, dass eine
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Vorbehandlung der Tumorzellen mit poly(l:C) jedoch nicht mit Imiquimod zu einer
gesteigerten CD54 Expression auf diesen Zellen fuhrt (Abb. 8B). Dies wiederum korrelierte
hervorragend mit einer gesteigerten Tumorzelllyse nach Vorbehandlung mit poly(I:C) (Abb.
3B,C und 4A-F).

Eine Kinetik Gber 24 Stunden in Kokulturen bestehend aus Tumorzellen und y3 T-Zellen in
Anwesenheit oder Abwesenheit von TLR Liganden zeigte, dass eine Regulation von MHC-
Klasse-I Molekiile durch Imiquimod bzw. von CD54 durch poly(l:C) diese Zeitspanne
benotigt und nicht schon nach 4 Stunden stattfindet. Diese Ergebnisse erklaren, warum die
direkte Zugabe von TLR3 und TLR7 Liganden fiir 4 Stunden im Zytotoxizitatstest zu keiner
gesteigerten yd-T-Zellzytotoxizitéat fuhrt (Abb. 3A). Ferner wurde in dieser Arbeit beobachtet,
dass eine poly (I:C) Zugabe zu einer gesteigerten TNF-o Produktion fihrte (Abb. 6B).

Guo et al. berichten, dass TNF-a die CD54 Expression verstarkt (Guo et al., 2005). Zudem
korrelierte die gesteigerte v3-T-Zellzytotxozitdt gegentiber poly(l:C) vorbehandelten
Tumorzellen (Abb. 3 und 4) mit der Intensitat der CD54 Liganden Expression CD11a/CD18
auf den yd T-Zellen (Abb. 8C). Unsere Daten lassen vermuten, dass verschiedene
Mechanismen in die Modulation der Tumorzelllyse durch TLR3 und TLR7 Liganden

involviert sind.
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5 Diskussion

In der Tumorimmuntherapie hat sich gezeigt, dass zahlreiche Tumore sehr effektiv durch yd
T-Lymphozyten lysiert werden konnen. In einigen klinischen Studien mit Patienten, welche
an Non-Hodgkin Lymphomen, Multiplem Myelom sowie Prostata-, Brust- bzw. Nieren-
Karzinomen litten, konnte eine partielle Tumorreduktion durch Aktivierung der Vy9Vo2-
exprimierenden yé T-Zellen belegt werden. Die Tumorpatienten erhielten in vivo synthetische
PAg oder n-BP, die Vy9V52 T-Zellen stimulieren. Alternativ erhielten die Patienten ex vivo
isolierte VVy9V52 T-Zellen, welche in vitro mit PAg oder n-BP expandiert wurden (Dieli et al.,
2007; Meraviglia et al., 2010; Kunzmann et al., 2000 und 2012; Kobayashi et al., 2007;
Wilhelm et al., 2003 und 2014).

Zudem besitzen yd T-Zellen eine sehr hohe Plastizitat, indem sie Eigenschaften von Zellen
des angeborenen und erworbenen Immunsystems miteinander vereinen. Aufgrund der
beachtlichen Plastizitadt geraten sie daher zunehmend in den Fokus einer T-Zell-basierten
Immuntherapie gegentiber Tumoren (Lafont et al., 2014).

Vergleichbar den a8 T-Lymphozyten der erworbenen Immunitét exprimieren sie einen TZR-
CD3-Komplex und brauchen kostimulatorische Molekule fir ihre Aktivierung. Nebst der
TZR-abhangigen Erkennung der Antigene spielt bei y6 T-Zellen der kostimulatorische Killer
Rezeptor NKG2D (CD314) in der zytotoxischen Effektorfunktion der y6 T-Zellen eine
wichtige Rolle (Rincon-Orozco et al., 2005; Wrobel et al., 2007). NKG2D bindet an Stress
induzierbare MHC-Klasse-1 Antigene (MIC) A/B wie auch an UL16-gebundene Proteine
(ULBP) 1-4 (Bauer et al., 1999; Cosman et al., 2001). Auch andere naturliche
Killerrezeptoren (NKR) wie der inhibitorisch wirkende Rezeptor NKG2A (CD159a), welches
an MHC-KIlasse-I Molekile bindet oder die Interaktion mit Adh&sionsmolekiilen wie der
CD11a/CD18 (LFA-1)-CD54 Interaktion konnen die yd T-Zellzytotoxizitat beeinflussen
(O’Conner et al., 2006; Halary et al., 1997; Wesch et al., 2003; Guo et al., 2005).

Im Unterschied zu den konventionellen CD3-positiven aff T-Lymphozyten exprimieren die
CD3-positiven yd T-Zellen einen T-Zellrezeptor, der sich aus einer y und & Kette
zusammensetzt und niedermolekulare phosphorylierte Antigene HLA-unabhangig erkennt
(Hayday et al., 2000). Insbesondere ihre HLA-unabhangige Erkennung und das damit
verbundene reduzierte Risiko eine Graft versus Host Disease auszuldsen, pradestiniert yo T-
Zellen fir eine allogene Stammzelltransplantation bei Patienten mit akuter myeloischer
Leukdmie (Wilhelm et al., 2014; Bertaina et al.; 2014).
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Andererseits konnen sie ahnlich wie die Zellen der angeborenen Immunitat als
,professionelle” APZ fungieren, indem sie Tumorantigene aus absterbenden Tumorzellen
aufnehmen, sie prozessieren und sie af T-Zellen prasentieren. Dadurch kann eine
tumorspezifische af3 T-Zellantwort induziert werden (Brandes et al., 2009; Himoudi et al.,
2012).

Zirkulierende und tumorinfiltrierende y5 T-Zellen tben ihre Effektorfunktion tber die
Produktion einer hohen Menge an Zytokinen aus (IFN-y, TNF-o)). Zudem werden
zytotoxische Mediatoren wie Perforine und Granzyme produziert (Mattarollo et al., 2007;
Dieli et al., 2007).

Eine wichtige Voraussetzung fiir eine T-Zell-basierte Immuntherapie gegentber soliden
Tumoren wie z.B. dem Ovarialkarzinom oder dem duktalen Pankreas-Adenokarzinom ist eine
Infiltration von T-Lymphozyten in den Tumor. In jingster Zeit konnte die Arbeitsgruppe, in
der vorliegende Arbeit angefertigt wurde, eine hohere Frequenz von yd T-Lymphozyten als
of3 T-Zellen in den Gewebeschnitten von Patienten mit Pankreastumoren detektieren. yo T-
Zellen akkumulierten in den Gewebeschnitten der Pankreastumorpatienten in den
Gangepithelien. Dies deutet auf eine Mobilisation und Infiltration in Pankreastumore und
damit auch auf eine yd T-Zell-vermittelte Immunantwort gegeniiber Pankreastumoren hin
(Helm et al., 2014; Oberg et al., 2014).

Das duktale Pankreas-Adenokarzinom ist einer der hdufigsten Pankreastumore und sehr
aggressiv ebenso wie die Plattenepithelkarzinome des Kopf- und Halsbereiches, da sie meist
erst im fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert werden (Siegel et al., 2012 und 2015).

Beim duktalen Pankreas-Adenokarzinom liegt der therapeutische Erfolg unter 20%. Die 5-
Jahres-Uberlebensrate nach einer chirurgischen Resektion liegt bei < 15% (Siegel et al.,
2015). Unabhangig wvon genetischen Verdanderungen spezifischer Protoonkogene und
Tumorsuppressoren tragt die inflammatorische und immunsuppressive Mikroumgebung des
duktalen Pankreas-Adenokarzinom entscheidend zu der Progression und Manifestation der
Tumore bei (Lunardi et al. 2014). Oftmals ist das duktale Pankreasadenokarzinom auch
resistent gegenuber einer Strahlen- oder Chemotherapie (Leung et al., 2012).

Charakteristisch fiir das duktale Pankreasadenokarzinom ist das desmoplastische Stroma,
welches aus nicht zellularen Kompartimenten (Extrazellularer Matrix) sowie aus diversen
immunsuppressiven Zellen wie den Tumor-assoziierten Makrophagen, den mesenchymalen

Zellen (z.B. Fibroblasten, Sternzellen), den myeloiden Suppressorzellen (myeloid-derived
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suppressor cells; MDSC) oder den regulatorischen T-Zellen besteht, die eine Aktivierung von
zytotoxischen T-Zellen wie den yd T-Lymphozyten vermeiden konnen (Lunardi et al., 2014).

Karzinome des Kopf- und Halsbereichs (head and neck squamous cell carcinoma: HNSCC)
sind maligne Tumore mehrerer Lokalisationen im oberen aerodigestiven Trakt, und gehdren
zu den zehnh&ufigsten Todesursachen bei Krebserkrankungen weltweit und zeigen eine
steigende Tendenz. Es handelt sich in mehr als 90% der Félle um Plattenepithelkarzinome, es
sind also Tumore epithelialen Ursprungs (Massano et al., 2006).

Im Jahr 2000 gingen ca. 300000 Todesfalle weltweit auf das Konto von Karzinomen des
Kopf- und Halsbereichs, gleichzeitig waren rund 500000 Neuerkrankungen zu verzeichen
(Shibuya et al., 2002). In den industrialisierten Léndern ist der Durchschnitt mit 18,8 pro
100000 Manner und 7,2 pro 100000 Frauen relativ hoch (Jemal et al., 2006).

Die weltweite 5-Jahres-Uberlebensrate liegt unter 50%, wobei mehr Frauen als Manner
tiberleben (Parkin et al., 2005). Diese ungiinstigen 5 Jahres-Uberlebensrate haben sich seit 30

Jahren nicht verbessert (Edwards et al., 2005; Kastenbauer und Wollenberg, 1999).

Die Prognose fir den Patienten ist stark abhéngig vom Krankheitsstadium bei
Diagnosestellung. Wenn zu dem Zeitpunkt noch keine Metastasierung vorliegt (Tx NO MO0),
betragt die 5 Jahres-Uberlebensrate 82%. Bestehen bereits Lymphknotenmetastasen aber
keine Fernmetastasen (Tx Nx MO) ist sie bei nur 51%. Lassen sich bei Diagnose bereits
Fernmetastasen feststellen (Tx Nx MXx) ist die Uberlebensrate trotz vollstandiger Therapie bei
nur durchschnittlich 28% nach 5 Jahren. Leider liegt bei Diagnosestellung in der Mehrzahl
der Félle, ndmlich in 61%, bereits ein Lymphknotenbefall vor, so dass eine unginstige
Prognose fur die meisten Patienten besteht (Edwards et al., 2005).

In vorliegender Arbeit wurde untersucht inwiefern y5 T-Zellen aus dem peripheren Blut bzw.
aus Aszites von Krebspatienten ex vivo sich mit PAg wie BrHPP unter Zugabe von IL-2
stimulieren lassen. Durchflusszytometrisch konnte in vorliegender Arbeit gezeigt werden,
dass der relative Prozentsatz der CD3-positiven yd T-Zellen im Blut von gesunden Spendern
und Krebspatienten hoher war als im Aszites der untersuchten Krebspatienten. Zudem liel3en
sich die yd T-Zellen aus dem Aszites von Patienten mit Pankreas,- Ovarial-, oder Brustkrebs
weder durch eine Stimulation mit BrHPP und IL-2 noch nach erfolgter Depletion der CD4-
/CD25-positiven regulatorischen T Zellen gefolgt von einer Stimulation zur Proliferation
bringen. Dies verdeutlicht, dass die y5 T-Zellen aus Aszites nicht reaktiv waren.

vd T-Zellen aus dem peripheren Blut derselben Probanden proliferierten unter den gleichen

Versuchsbedingungen. Ein Grund fur die stark verminderte Aktivierung der y& T Zellen
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konnte auf den Einfluss einer immunsuppressiven Tumorumgebung hindeuten. Ferner ware
denkbar, dass ein hoher Anteil an lgslichem MICA im Aszites dafiir verantwortlich ist.
Marten und Kollegen (2006) konnten eine erhdhte Konzentration von léslichem MICA im
Serum von Pankreastumorpatienten detektieren. Das sogenannte shedding von NKGD2
Liganden wie MICA durch Proteasen ist als eine Art tumor escape Mechanismus beschrieben.
Losliche NKGD2 Liganden binden vergleichbar dem membranstandigen NKGD2 Liganden
an NKG2D, was nach Internalisierung ein inhibitorisches anstatt eines aktivierenden Signals
in der Effektorzelle induziert (Mérten et al., 2006).

Ferner konnten auch immunsuppressive Zytokine im Mikromilieu des Tumors wie z.B. der
Transforming growth factor (TGF)-B, Prostaglandin (PG) E2 oder IL-10 sowie
Chemotherapeutika oder auch eine Apoptosesensitiviat der yd T-Zellen nach repetitiver
Aktivierung dafur verantwortlich sein (Martinet et al., 2009; Oberg at al., 2015).

Eine permanente in vivo Aktivierung der yo T-Lymphozyten bedingt durch eine repetitive
Stimulation derer kann auch zu einer Art Erschopfung der y56 T-Zellen fuhren (Dieli et al.,
2007; Braza et al., 2013; Cosica et al., 2012).

Aus diesem Grund galt es in dieser Arbeit herausfinden, ob eine zusétzliche Gabe von TLR
Agonisten die Erschopfung Uberkommen kann und die Zytotoxizitdt der yo T-Zellen
gegeniber den Tumorzellen erhoht (Capietto et al., 2010).

TLR werden sowohl von Zellen der angeborenen als auch der erworbenen Immunitat
exprimiert und spielen eine wichtige Rolle bei unterschiedlichen Immunantworten. Im 19.
Jahrhundert konnte bereits William Coley einen anti-tumoralen Effekt nach Injektion des
Coley Toxins in Tumore beobachten. Das Coley Toxin bestand aus einer Mischung abgetoteter
Bakterien der Spezies Streptococcus pyogenes und Serratia marcescens zusammen mit den
noch aktiven Endotoxinen. Coley erreichte mit seiner Methode eine Heilungsrate von 10 %
bei Weichteilsarkomen mit betrachtlichen Nebenwirkungen. Die Entwicklung der Chemo-
und Strahlentherapie verdréangten das Coley Toxin (Rakoff-Nahoum et al., 2009; Cho et al.,
2006). Spater konnte man zeigen, dass bakterielle DNA (ber TLR9 Bindung und
Lipopolysaccharide tber TLR4 Bindung, die bakteriellen Produkte waren, eine anti-
Tumorantwort in Form einer vermehrten Zytokinproduktion, einer verstarkten Aktivierung
der angeborenen Immunabwehr und einer erhdhten Zytotoxizitdt von NK-Zellen und
zytotoxischen T-Zellen bewirkten (Hennessy et al., 2010).

Als erster TLR Agonist war der Arnzeistoff Imiquimod (TLR7 Ligand) zur topischen

Behandlung von externen und perianalen Feigwarzen auf dem Markt und wurde Anfang des
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21. Jahrhunderts von der FDA zugelassen (Schofer, 2007). Spater wurde Imiquimod auch zur
Behandlung von Basaliomen, Aktinische Keratosen oder bei Lentigo maligna Melanomen
eingesetzt (Skinner 2004 und Skinner et al., 2007; Patel et al., 2007).

Bisher wurde einige TLR7/8 Agonisten entwickelt und befinden sich in Kklinischen
Studienphasen (Smits et al., 2008; Hemmi et al., 2002; Schon et al., 2008).

Imidazoquinoline (852A), ein Molekil was strukturell sehr ahnlich zu Imiquimod ist, kann
systemisch appliziert werden und wird momentan in klinischen Studien der Phase | und Il zur
Behandlung von Melanomen, Brust-, Ovarialkrebs sowie Karzinomen des Kopf-und
Halsbereiches untersucht (Dudek et al., 2007; Weigel et al., 2012; Kaufmann et al., 2012).
Zudem wurden auch einige TLR3 Liganden fur die klinische Anwendung entwickelt, da
poly(1:C) sehr schnell im menschlichen Korper ineffektiv wird. Poly-ICLC (Hiltinol™), ein
poly(1:C) Derivat, befindet sich momentan in Phase Il der klinischen Studien zur Behandlung
von soliden Tumoren (Salazar et al., 2014; Hartmann et al., 2014).

Ferner wurden die synthetisch verénderte Struktur von poly(l:C), die (polyl:polyC;,U)
dsRNA (Hemispherx’s Ampligen) in Phase | und Il der klinischen Studien zur Behandlung
von Brustkrebs, Ovarialkrebs, Hirntumoren und dem Erschépfungssyndrom (Chronic Fatigue
Syndrom, CFS) getestet (Jasani et al., 2009).

Die Mechanismen der anti-tumoralen Abwehr von Imiquimod waren zum Zeitpunkt der
Anfertigung der Doktorarbeit noch relativ unklar.

Es war bekannt, dass Imiquimod eine MyD88-abhangige Aktivierung und poly(l:C) eine
MyD88-unabhangige Aktiverung der Transkriptionsfaktoren IRF und NF«xB und damit die
Freisetzung anti-viraler und anti-tumoraler Typ | Interferone sowie IL-6 und TNF-a in Zellen
der angeborenen Immunabwehr induzieren kann (Chang et al., 2010).

Inwiefern Tumorzellen TLR exprimieren und ob TLR7 Agonist Imiquimod bzw. TLR3
Agonist poly(l:C) einen Einfluss auf das Uberleben der Tumorzellen oder auf die Produktion
proinflammatorischer  Zytokine durch Tumorzellen haben oder eine Modulation
kostimulatorischer oder anderer Molekile auf Tumorzellen bewirken, war zu Beginn der
Doktorarbeit noch weitgehend unbekannt.

Bis auf das maligne Melanom MeWo exprimierten alle getesteten Karzinome intrazellular
TLR3 (PT45P1, Panc89, PancTul, Colo357, Lungen-Ca 459, PCI-1, BHY) und TLR?7.
Erwartungsgemald wurde TLR3 nicht auf der Zelloberflache exprimiert.

Im Zytotoxizitatstest fuhrte eine direkte Zugabe des TLR3 bzw. TLR7 Liganden poly(l:C)

und Imigiumod weder zu einer Steigerung der Lyse bei den gesunden Spendern noch bei den
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Krebspatienten. Die Daten lassen vermuten, dass die 4-stiindige Periode des Zytotoxizitatstest
zu kurz war um einen Effekt der TLR Agonisten auf die untersuchten Tumorzellen oder yd T-
Zellen auszuliben. Eine 20-stiindige Inkubation der Tumorzelllinien mit den TLR Agonisten
fihrte bis auf Colo357 Zellen zu einer Steigerung der yd T-Zell-Zytotoxizitat. Nebst den
Colo357 Zellen erwies sich auch das maligne Melanom MeWo in mehreren Versuchen als
resistent bezuglich der Vorbehandlung mit poly(l:C) und Imiquimod. Hierbei konnte die
fehlende TLR3 Expression in der Tumorzelllinie MeWo die Resistenz gegenuber der
gesteigerten Lyse nach Vorbehandlung mit poly(I:C) in Anwesenheit von yd T-Zellen
erklaren. Da jedoch auch die Vorbehandlung mit Imiquimod zu keiner Steigerung der yd T-
Zell-vermittelten Lyse der TLR7-exprimierenden MeWo Tumorzellen fiihrte, liegt die
Vermutung nahe, dass zusétzliche bzw. andere Mechanismen in der gesteigerten TLR-
abhangigen Tumorzelllyse involviert sind.

Ferner konnte in meinen Versuchen ein direkter poly(l:C)- bzw. Imiquimod induzierter
Zelltod in den untersuchten Karzinomen ausgeschlossen werden. Lediglich Colo357 war
sensitiv fur den durch TLR Agonisten ausgelosten Zelltod, so dass die anschlielende
Kokultur mit yo T-Zellen deren Zytotoxizitéat nicht verstarkte (Daten nicht gezeigt). Dies steht
im Kontrast zu anderen Tumorzellinien wie z.B. einigen Brustkrebs- oder Blasenkrebs Zellen,
in welchen eine TRIF-abhangige Aktivierung die Produktion von IFN-B ausloste und eine
NFkB Aktivierung extrinsischer Caspasen. Sowohl IFN- als auch Caspasen werden fiir die
Induktion des Zelltods in den Brustkrebs- bzw. Blasenkrebs-Zellen benétigt (Salaun et al.,
2006). In Ubereinstimmung mit dem Ausbleiben des durch TLR Liganden vermehrt
induzierten Zelltodes in den meisten der von mir untersuchten Tumorzelllinien, konnte kein
Typ | IFN mittels ELISA im Uberstand der Tumorzellen nach Stimulation mit TLR Liganden
nachgewiesen werden (Shojaei et al., 2009).

Obwohl keine Typ | IFN in den von mir untersuchten TLR behandelten Tumorzellen
nachgewiesen werden konnte, produzierten einige Tumorzellen wie PT45P1 und BHY grolie
Mengen an IL-6 nach poly(l:C) Stimulation und TNF-a nach Stimulation durch TLR3- als
auch TLR7 Ligand Stimulation. Die Beobachtung einiger Autoren, dass eine TLR Ligand-
vermittelte IL-6 Produktion autokrin das Uberleben von Tumorzellen gewahrleistet, konnte in
vorliegender Arbeit in Abwesenheit von y& T-Zellen nur bei den Plattenepithelkarzinomen
beobachtet werden (Jego et al., 2006; Shojaei et al., 2009). Die Vorinkubation mit poly(l:C)
in  Abwesenheit wvon y5 T-Zellen bewirkte in den wvon mir untersuchten

Plattenepithelkarzinomen eine leichte Reduktion des spontanen Zelltodes. Die Kokultur von
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TLR3- bzw. 7 Liganden vorbehandelten Tumorzellen mit yd T Zellen verstarkte jedoch den
Zelltod. Eine mogliche Erkl&rung flr die erhdhte Zytotoxizitdt durch yo T Zellen kdnnte
nattrlich eine niedrige IL-6 Konzentration wéhrend der 4-stiindigen Periode des
Zytotoxizitatstests sein. Aus diesem Grund wurden in den Zytotoxizitatstests groRere Mengen
des rekombinanten IL-6 zugefuhrt, die jedoch zu keiner erhéhten yd T-Zell- vermittelten
Tumorlyse fiihrte. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit der Beobachtung der
Arbeitsgruppe, dass aktivierte yo T-Zellen kein IL-6R exprimieren. Es ist jedoch nicht
auszuschlief3en, dass andere nicht gemessene Zytokine wie z.B. von Tumorzellen produziertes
IL-8 oder IL-12 einen Einfluss auf die yd T-Zell-vermittelte Lyse haben kdnnte.

Weiterhin machen die Ergebnisse der Arbeit auch deutlich, dass eine Hochregulation von
kostimulatorischen Molekulen wie CD80, CD86 oder CD40 Ligand nach Stimulation der
Tumorzellen mit TLR3- bzw. -7 Liganden in diesem Kontext keine Rolle spielte.
Kostimulatorische Molekile wie CD80, CD86 und CD40 Ligand waren initial auf den
Tumorzellen nicht exprimiert. Die Herunterregulation kostimulatorischer Molekiile gilt als ein
Mechanismus der Tumorzellen der Immunabwehr zu entkommen, da fir die Auslbung der
Zytotoxizitat von yd T-Zellen kostimulatorische Signale wichtig sind. Nebst den klassischen
Interaktionspartnern der Kostimulation, spielen bei yd T-Zellen aufgrund ihrer bereits
erwéhnten hohen Plastizitat auch andere Interaktionspaare eine Rolle. Unsere Arbeitsgruppe
konnte in Kooperation mit anderen Forschern zeigen, dass die NKG2D/NKG2D-Ligand
Interaktion die Aktivierung und Zytotoxizitat von yd T-Zellen regulieren kann (Rincon-
Orozco et al., 2005; Wrobel et al., 2007) Vergleichbar den NK-Zellen exprimieren yd T-
Zellen aktivierende NKR (z.B. NKG2D), die an NKG2D Liganden binden wie z.B. die nicht-
klassischen, stress-induzierten, auf Tumorzellen exprimierten MICA-, MICB- und ULBP-
Molekiile oder sie exprimieren inhibierende NKR (z.B. NKG2A), die an MHC- Klasse |
Molekdle binden (Angelini et al., 2011, Groh et al., 2001; Bauer et al., 1999; Das et al., 2001,
Wrobel et al., 2007). Diese Arbeit zeigt, dass auf den untersuchten y& T-Zelllinien nur der
aktivierende NKG2D Rezeptor und mit unterschiedlicher Intensitat der inhibierende NKG2A
Rezeptor exprimiert wurden. Bis auf MeWo exprimierten alle untersuchten Tumorzelllinien
die entsprechenden Liganden fir NKG2D und NKG2A.

Die Rolle der TZR- bzw. NKG2D-abhéngigien Liganden Erkennung wurde bereits in einer
friheren Arbeit der Arbeitsgruppe untersucht. Wrobel et al stellten dabei fest, dass sowohl
durch Vorinkubation von yd T-Zelllinien mit anti-TZR mAK als auch anti NKG2D mAk 585

die yd T-Zellvermittelte Zytotoxizitat gegenuber Tumorzellen inhibiert werden kann (Wrobel
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et al., 2007). In vorliegender Arbeit konnte der anti-NKG2D mAk 585 jedoch nicht die yo T-
Zell-vermittelte Lyse von TLR3- bzw. TLR7-Ligand behandelten Tumorzellen inhibieren.
Ferner wurden weder die NKG2D Liganden auf den Tumorzellen noch der NKG2D Rezeptor
auf yd T-Zellen nach Kokultur mit TLR3- bzw. TLR7-Ligand vorbehandelten Tumorzellen
beeinflusst. Diese Ergebnisse der Arbeit deuten darauf hin, dass die NKG2D/NKG2D-Ligand
Interaktion keine Rolle bei der gesteigerten yd T-Zell-vermittelten Tumorzelllyse bei TLR
vorbehandelten Zellen spielt durch (Shojaei et al., 2009). Die generelle Unfahigkeit der yo T-
Zellen die untersuchte MeWo Zelllinie zu lysieren, kann allerdings mit der fehlenden
Expression von NKG2D Liganden begrindet werden.

Die Behandlung der Tumorzellen mit Imiquimod fuhrte jedoch zu einer Herunterregulation
von MHC Kilasse | Molekilen auf den untersuchten Tumorzellen. Die Ergebnisse der Arbeit
lassen vermuten, dass der inhibitorische NKG2A Rezeptor auf yd T-Zellen entsprechend
keinen Bindungspartner mehr findet, so dass dies die verstarkte y5 T-Zell-vermittelte
Tumorzelllyse bei Imigimod vorbehandelten Zellen erklaren kann. Interessanterweise flihrte
die Imiquimodbehandlung von Colo357 zu keiner Herunterregulation von MHC Klasse |
Molekilen, was sehr gut mit der Beobachtung korreliert, dass Imiquimod-behandelte Colo357
die Lyse von yd T-Zellen nicht steigerte.

Die poly(I:C) Behandlung der Tumorzellen hatte keinen anderen Effekt auf die Expression
von MHC Kilasse | Molekilen allerdings auf die Expression des Adhésionsmolekiils CD54.
Guo und Kollegen konnten zeigen, dass die Expression der Adhésionsmolekiile ICAM-1
(CD54) und ICAM-2 auf Pankreastumorzellen und deren entsprechenden Rezeptoren CD11a
und CD18 auf yd T-Zellen von entscheidender Bedeutung fur die yo T-Zell-vermittelte Lyse
von Tumorzellen ist (Guo et al., 2005). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die
Inkubation der Tumorzellen mit poly(l:C) fur 20 Stunden sowohl die Expression von CD54
als auch die TNF-o Produktion steigert. Eine gesteigerte TNF-a Freisetzung induziert laut
Guo und Kollegen eine Hochregulation von CD54 (Guo et al., 2005), was den beobachteten
Mechanismus sehr gut erklaren wiirde. Zudem waren die entsprechenden Rezeptoren fir
CD54 auf den yd T-Zellen nach Kokultur mit den entsprechenden Tumorzellen reduziert.
Obwonhl die in der Arbeit vorgestellten Daten mit poly(l:C) gute Effekte aufweisen ist fir eine
Applikation von poly(l:C) Vorsicht geboten. Es sind zu bereits Nebeneffekte wie
Nierenversagen oder hypersensitive Reaktionen nach poly(l:C) Gabe beschrieben (Jansani et
al., 2009). Zudem wird poly(I:C) im Menschen sehr schnell inaktiviert (Pradere et al., 2015).

In weiteren klinischen Studien mit Patienten mit Ovarialkarzinomen oder Gehrintumoren
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werden alternative TLR3 Agonisten verwendet wie poly-ICLC (Hiltinol ™

) oder Rintatolimod
(Ampligen™), die stabile Derivate von poly(l:C) sind (Pradere et al., 2015).

Da yd T-Zellen ebenfalls TLR3 exprimieren (Wesch et al., 2006), gab es in der Arbeitsgruppe
auch die Uberlegung yd T-Zellen, welche fiir einen adoptiven Transfer genutzt werden,
vorzubehandeln um durch eine in vivo Applikation von TLR3 Agonisten mdgliche
unbekannte Nebenwirkungen u.a. auf verschiedene Zellpopulationen zu vermeiden. In
Experimenten, die nicht im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt wurden, konnte die
Arbeitsgruppe zeigen, dass die Behandlung der y& T-Zellen zwar ihre Zytokinproduktion
verstarkte, jedoch nicht in einheitlichem Male die Zytotoxizitat der yd T-Zellen
(unveroffentliche Beobachtungen).

Die vorgelegte Doktorarbeit soll zu einem besseren Verstandnis der molekularen
Mechanismen der TLR-vermittelten Modulation der Zytotoxizitdt beitragen, um die
maoglicherweise Voraussetzungen flr die klinische Prufung neuartiger Immuntherapien

solider Tumore mit aktivierten y3 T-Zellen in Kombination mit TLR-Agonisten zu schaffen.

™ I ™

Neu designte Derivate wie z.B. Ampligen oder Hiltino in  Kombination mit
zugelassenen Medikamenten wie n-BP, die yd T-Zellen stimulieren, konnten die

Immuntherapie mdglicherweise verbessern.
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6 Zusammenfassung

TLR Agonisten gewinnen als Adjuvanzien in klinischen Studien der Krebstherapie immer
mehr an Bedeutung. Momentan wird TLR7 Agonist Imiquimod in erster Linie in der
topischen Behandlung von Feigwarzen, Basaliomen, Aktinische Keratosen oder bei Lentigo
maligna Melanomen eingesetzt.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Modulation der yd T-Zell-abhangigen Tumorlyse durch
die TLR3 und -7 Liganden ndher untersucht. Dabei war eine verstérkte Zytotoxizitat sowie
eine gesteigerte Produktion der zytotoxischen Mediatoren Granzym A und -B durch yé T-
Lymphoyzten, welche mit TLR3 Ligand poly (I:C) bzw. TLR7 Ligand Imiquimod
vorbehandelten Tumorzellen kokultiviert wurden, zu beobachten. Es wurden unterschiedliche
TLR3- und TLR7-exprimierende Tumorentititen wie duktale Pankreas-Adenokarzinome,
Plattenepithelkarzinome des Hals- und Nackenbereichs oder ein Lungen-Karzinom
untersucht.

Die 20-stundige Stimulation der duktalen Pankreas-Adenokarzinome mit poly(l:C) gefolgt
von einer Kokultur mit y& T-Zellen resultierte in einer verstarkten Expression von CD54 auf
den Tumorzellen. Die Interaktion von CD54 und den korrespondierenden Liganden
CD11a/CD18, welche auf den yd T-Zellen exprimiert werden, sind verantwortlich fir die
verstarkte Effektorfunktion in den yd T-Zellen.

Dariiber hinaus fihrt die Stimulation mit Imiquimod zu einer verminderten Expression der
MHC-Klasse-1 Molekile auf Tumorzellen, welches moglicherweise zu einer verminderten
Bindungsaffinitat des auf den yd T-Zellen exprimierten, inhibitorischen Rezeptors NKG2A
fuhrt. Diese in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse belegen, dass eine Stimulation der
Tumorzellen mit TLR3 und TLR7 Liganden zu einer gesteigerten zytotoxischen Aktivitat von

v T-Zellen von Krebspatienten fihrt.
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